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DESCRIPCION
Uso combinado de Fc gamma RIIB (CD32B) y de anticuerpos especificos de CD19, CD20 o CD40

La invencion es tal como se define mediante las reivindicaciones y se refiere a un segundo anticuerpo que impide el
enlace entre el dominio Fc de un primer anticuerpo y FcyRIIb sobre una superficie celular. La invencion también se
refiere a composiciones que incluyen aquellos agentes para su uso en el tratamiento de pacientes que tienen células
diana, tales como células cancerosas que son tratadas con composiciones a base de anticuerpos.

Ademas, la invencion se refiere a procedimientos para predecir la respuesta de células diana a tratamientos a base
de anticuerpo, particularmente donde el ligando de anticuerpo es susceptible a internalizacién mediada por FcyRIIb
y, en particular, al uso de niveles de expresion de FcyRlIlb y/o internalizacion terapéutica mediada por anticuerpo a
través de FcyRIlb como un marcador de prondstico para la respuesta de las células diana a tal tratamiento.

Un mecanismo por el cual los anticuerpos monoclonales (mAb) pueden ejercer sus efectos terapéuticos estimulando
la remocion de células cancerosas y otras no deseadas reclutando sistemas efectores naturales tales como células
citotdxicas (por ejemplo macroéfagos) y enzimas (por ejemplo complemento) que luego apuntan a la célula a la cual
se enlaza el mADb.

Por ejemplo, mAb anti-CD20 de tipo | (tal como el actual lider en el mercado rituximab) actla enlazandose a
moléculas CD20 sobre la superficie de células B, a través de los dominios de enlace de antigeno de mAb, y
suprimiendo estas células B diana. Ellos hacen esto reclutando y activando células efectoras que interactdan con los
dominios Fc del mAb por medio de Fc-gamma-receptores (FcyR) expresado sobre la superficie de estas células
receptoras.

El anticuerpo monoclonal (mAb) anti-CD20 rituximab ha mejorado la supervivencia total (OS por overall survival) de
pacientes con linfoma folicular (FL) y linfoma difuso de células B grandes (DLBCL) (1-4). En el linfoma de células del
manto (MCL), solo se ven respuestas modestas (5) mientras que en leucemia linfocitica crénica (CLL), los ensayos
con un solo agente inicial rituximab produjeron respuestas menos impresionantes que en otras contrapartes de
linfoma de no Hodgkin (NHL) (revisado en (6). Una fraccion de linfomas muestra resistencia primaria a rituximab o
eventualmente se vuelven resistentes a la terapia de combinaciéon que contiene rituximab (7). La base molecular
detras de esta resistencia al tratamiento y las sensibilidades observadas de diferentes subtipos de NHL al
tratamiento con rituximab actualmente se desconocen, pero pueden incluir niveles de expresion de CD20 (8-10), alta
expresion de moléculas de defensa de complemento (CD55 y CD59) (11, 12), desarrollo de resistencia a apoptosis
(13) e interacciones sub-6ptimas de Fc- gammareceptor (FcyR) como un resultado de expresion de alelos de baja
afinidad (14).

Es altamente deseable incrementar la efectividad de tales anticuerpos donde el tratamiento no es 6ptimo o la
resistencia es evidente.

En términos generales se acepta que las interacciones Fc:FcyR son cruciales para la eficacia de mAb anti-CD20 (15-
18). De acuerdo con esto, los pacientes con linfoma que tienen el alelo de afinidad mas alta 158V en FcyRllla
responden mejor a rituximab en comparacion con aquellos con halo tipo de afinidad baja 158F (14), que lleva a
muchos investigadores a concentrarse en el aumento de la interaccion de mAb con FcyRllla, por ejemplo a través de
la desfucosilacion (19). En contraste, se ha prestado menos atencién a los efectos potenciales del FcyRIIb inhibitorio
que actia como un regulador negativo de actividad estimulante recibida por receptores que tienen ITAM, tales como
el receptor de célula B para antigeno (BCR) y FcyR activador. En células B, esta interaccion sirve para limitar la
proliferacion de célula B siguiente al enlace de complejos inmunes, mientras que en macréfagos el involucramiento
de FcyRIIb da lugar a la inhibicidon de actividad citotdxica (15).

Entre las malignidades de célula B, FcyRIIb se expresa en CLL/SLL, MCL y FL, y esta ultima particularmente durante
la transformacion. En DLBCL, La expresiéon de FyRllb es mas débil, lo cual explica porque no fue demostrable una
correlacion entre su expresion y su respuesta a la quimioterapia con rituximab-CHOP (R-CHOP) (20, 21). Como en
el caso con activadores de FcyRs, también han sido encontrados polimorfismos que influencian la actividad de
FcyRIIb (22, 23) con el alelo 2321 que inhibe el flujo de calcio mediado por BCR de manera mas eficiente que el alelo
232T. Sin embargo, Weng y Levy (24) no pudieron establecer una correlacion entre estos polimorfismos y la
respuesta a la terapia con rituximab en pacientes con FL.

Un namero creciente de mAb anti-CD20 se han hecho disponibles para investigacion clinica. Estos diversos mAb
anti-CD20 pueden clasificarse como tipo | (por ejemplo rituximab, ofatumumab) o tipo Il (por ejemplo tositumomab
(B1), GA101, 11B8) de acuerdo con su capacidad para redistribuir CD20 en la membrana de plasma y su actividad
en diversos ensayos efectores (25-27).

Nosotros y otros hemos mostrado que los mAb de tipo Il son mas potentes en suprimir células B dianas en un
numero de sistemas modelo (18, 19). Por ejemplo, en un modelo transgénico (Tg) de CD20 humano de supresion
normal de células B en el cual la mayor capacidad de mAb de tipo |l para provocar muerte celular lisosémica no es
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evidente (25, 27), demostramos que esta potencia se correlaciona con su resistencia a la internalizacion (28). Esto
es en contraste con mAb de tipo |, tal como rituximab, que se internalizan rapidamente desde la superficie celular
conjuntamente con CD20 en un procedimiento que es dependiente de la energia y de la temperatura e incluye
redistribucion de actina (28). La velocidad de modulacién difiere notablemente sobre células de diferentes origenes
(tumor primario versus lineas celulares; CLL versus FL) aunque la base molecular de esto permanezca sin
explicacion.

La publicacion WO 2008/002933 describe Fc gamma RIIB (CD32B) y anticuerpos especificos de CD20 vy
procedimientos de tratamiento de enfermedades o trastornos relacionados con células B usando una combinacién
de ambos anticuerpos. Sin embargo, no hay una ensefianza o sugerencia para reconocer y/o tratar un subconjunto
de pacientes, mas precisamente aquellos cuyas células diana expresan niveles elevados de FcyRIIb, o a cual tipo de
anticuerpos son adecuadas para tratamiento combinado con anticuerpos FcyRlib.

De manera inesperada, mostramos ahora que la modulacion se correlaciona de manera fuerte con la expresion de
superficie de FcyRllb, sin considerar el subtipo de célula, y la sobreexpresidon es capaz de convertir células de
Ramos a partir de moduladores lentos a rapidos. La internalizacion de FcyRIIb ocurrio junto con CD20 y fue
precedida por su activacion. En total estos datos proporcionan razones moleculares claras para la heterogeneidad
observada previamente de velocidades de modulacion tanto dentro como entre los diferentes subtipos de NHL.

Por lo tanto, ahora mostramos que sorpresivamente un factor clave que determina la efectividad de anticuerpos a
antigenos tales como CD20 es la interaccion con inhibidor de FcyRIIb (también conocido como (y que incluye) CD32,
CD32B, CD32B1, CD32B2, FcRIl, FcyRIl o FcRIIB) sobre la superficie de la misma célula. Esta interaccion conduce
a la internalizacién de los anticuerpos por las células diana, lo cual elimina su capacidad de interactuar con
receptores Fc de célula efectora. Ademas, demostramos que los agentes tales como mAb anti-CD32 son capaces de
bloquear esta internalizacion. También demostramos que tales agentes pueden usarse en combinaciéon con
anticuerpos (tales como rituximab) para enfocarse en antigenos de superficie celular y mejorar su actividad in vivo
para suprimir células B normales o células tumorales.

La invencion es tal como se define en las reivindicaciones acompanantes.
Segun la invencion se proporciona una composicion que comprende;

(i) una molécula de un primer anticuerpo que se enlaza especificamente a antigenos de superficie celular de una
célula diana y que es capaz de internalizarse en la célula diana de una manera dependiente de FcyRIlb; dicho
anticuerpo tiene un dominio Fc capaz de enlazarse a FcyRIllb en la que el antigeno de superficie celular se
selecciona de CD19, CD20 o CD40; en combinacién con

(i) una molécula de un segundo anticuerpo que enlaza especificamente FcyRlIIb, y que previene o reduce enlace de
FcyRIIb al dominio Fc de la primera molécula de anticuerpo; y la molécula del segundo anticuerpo es cualquiera de
un anticuerpo; un anticuerpo quimérico; un anticuerpo monocatenario; un fragmento de anticuerpo Fab, F(ab’)2, Fv,
ScFv o dAb;

y se caracteriza porque la composicion es para su uso en el tratamiento de cancer o de una enfermedad inflamatoria
en un paciente con células diana que tienen un nivel elevado de expresion de FcyRllb relativa a control, y el control
es el nivel de expresion mediano en el mismo tipo de célula en pacientes que tienen la misma enfermedad.

Segun otro aspecto, la invencion proporciona el uso de

(ii) una molécula de un segundo anticuerpo que se enlaza especificamente a FcyRlIlb, y que impide o reduce el
enlace de FcyRIIb al dominio Fc de la primera molécula de anticuerpo; y en la que la molécula del segundo
anticuerpo es cualquiera de un anticuerpo; un anticuerpo quimérico; un anticuerpo monocatenario; un fragmento de
anticuerpo Fab, F(ab’)2, Fv, ScFv o dAb,

que se caracteriza porque el uso es en la fabricaciéon de un medicamento para su uso en el tratamiento de cancer o
de una enfermedad inflamatoria del paciente con células diana que tiene un nivel elevado de expresién de FcyRIIb
relativa a control y el control es el nivel de expresién mediano sobre el mismo tipo de célula en pacientes que tienen
la misma enfermedad; y la molécula del segundo anticuerpo puede administrarse en combinacién con

(i) una molécula de un primer anticuerpo que se enlaza especificamente a un antigeno de superficie celular de una
célula diana y que es capaz de internalizarse en la célula diana de una manera dependiente de FcyRIlb; dicho
anticuerpo tiene un dominio Fc capaz de enlazarse con FcyRIlIb en la que el antigeno de superficie celular se
selecciona de CD19, CD20 o CD40.

En la presente memoria se divulga, pero no se reivindica, un procedimiento de tratamiento de un paciente que tiene
células diana que expresan FcyRlIlb, y el procedimiento comprende administrar (i) una molécula de anticuerpo que
se enlaza especificamente a antigeno de superficie de la célula diana; dicha molécula de anticuerpo tiene un
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dominio Fc capaz de enlazarse con FcyRIIb; en combinacion con (ii) un agente que impide o reduce el enlace entre
el dominio Fc de la molécula de anticuerpo y FcyRIIb; que se caracteriza porque el paciente se selecciona con base
en que sus células diana expresan un nivel elevado de FcyRllb.

En determinadas formas de realizacion de la composicién para su uso o usos de la invencién, la molécula del
segundo anticuerpo impide o reduce que FcyRllb, que esta presente sobre la célula diana, se enlace al dominio Fc
de la primera molécula de anticuerpo.

Segun otro aspecto, la invencion proporciona el uso de la expresion de FcyRIIb en células diana como un marcador
de prondstico para la respuesta de las células diana al tratamiento con

(i) una molécula de un primer anticuerpo que se enlaza especificamente a antigeno de superficie celular de una
célula diana y que es capaz de internalizarse en la célula diana de una manera dependiente de FcyRIlb; dicho
anticuerpo tiene un dominio Fc capaz de enlazarse a FcyRllb en la que el antigeno de superficie celular se
selecciona de CD19, CD20 o CD40, por lo cual niveles elevados de FcyRIlb son indicativos de una reduccion o la
ausencia de una respuesta al tratamiento con la primera molécula de anticuerpo y en la que los niveles elevados de
FcyRIIb son relativos a control; y el control es el nivel de expresion mediano en el mismo tipo de células en pacientes
que tienen la misma enfermedad.

En una forma de realizacion, el uso de expresion de FcyRIllb en células diana como un marcador de prondstico no
requiere el uso de expresion de FcyRllc en células diana como un marcador de prondstico.

Segun otro aspecto, la invencion proporciona un procedimiento para predecir la respuesta de células diana de un
paciente al tratamiento con

(i) una molécula de un primer anticuerpo que especificamente se enlaza a antigenos de superficie celular de una
célula diana y que es capaz de internalizarse en la célula diana de una manera dependiente de FcyRIlb; dicho
anticuerpo tiene un dominio Fc capaz de enlazarse a FcyRllb en la que el antigeno de superficie celular se
selecciona de CD 19, CD20 o CD40,

que se caracteriza porque el procedimiento comprende la determinacién del nivel de expresién de FcyRIIb en las
células diana, por lo cual niveles elevados de son relativos a control, y el control es el nivel de expresiéon mediano en
el mismo tipo de células en pacientes que tienen la misma enfermedad y son predictivos de una reduccion o la
ausencia de una respuesta al tratamiento con la molécula del primer anticuerpo.

Preferiblemente, la molécula de anticuerpo tal como se define en (ii) (es decir el segundo anticuerpo) impide o
reduce que FcyRIIb, que esta presente en la célula diana, se enlace al dominio Fc de la molécula de anticuerpo tal
como se define en (i) (es decir el primer anticuerpo).

Preferiblemente, la molécula de anticuerpo tal como se define en (ii) adicionalmente impide o reduce la
internalizacion de la molécula de anticuerpo tal como se define en (i) en la célula diana.

Preferiblemente, la célula diana es una célula cancerosa.
Preferiblemente, la célula diana es una célula B.

Preferiblemente, el paciente que va a tratarse es un paciente con cancer y el tratamiento es un tratamiento de
cancer.

Preferiblemente, el cancer se selecciona de linfoma de no Hodgkin, tal como linfoma folicular, linfoma difuso de
células B grandes , linfoma de células del manto o leucemia linfocitica cronica.

Preferiblemente, una o mas moléculas de anticuerpo no incluyen un dominio capaz de captar una célula efectora.
Preferiblemente, las moléculas de anticuerpo, una o mas, son moléculas de anticuerpo monoclonal.

Preferiblemente, la molécula de anticuerpo tal como se define en (ii) comprende una cadena pesada variable (VH)
que comprende las siguientes CDRs:

(i) SEQID NO: 29y SEQ ID NO: 30 y SEQ ID NO: 31; 0
(i) SEQ ID NO: 35 y SEQ ID NO: 36 y SEQ ID NO: 37; o
(iii) SEQ ID NO: 41y SEQ ID NO: 42 y SEQ ID NO: 43; o

(iv) SEQ ID NO: 47 y SEQ ID NO: 48 y SEQ ID NO: 49; o
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(v) SEQ ID NO: 53 y SEQ ID NO: 54 y SEQ ID NO: 55; o

(vi) SEQ ID NO: 59y SEQ ID NO: 60 y SEQ ID NO: 61; o

(vii) SEQ ID NO: 65y SEQ ID NO: 66 y SEQ ID NO: 67; 0

(viii) SEQ ID NO: 71 y SEQ ID NO: 72y SEQ ID NO: 73; 0

(ix) SEQ ID NO: 77 y SEQ ID NO: 78 y SEQ ID NO: 79; o

(x) SEQ ID NO: 83 y SEQ ID NO: 84 y SEQ ID NO: 85; o

(xi) SEQ ID NO: 89y SEQ ID NO: 90y SEQ ID NO: 91; o

(xii) SEQ ID NO: 95y SEQ ID NO: 96 y SEQ ID NO: 97; 0

(xiii) SEQ ID NO: 101y SEQ ID NO: 102 y SEQ ID NO: 103;

y/o comprende una cadena ligera variable (VL) que comprende las siguientes CDRs:

(i) SEQ ID NO: 32y SEQ ID NO: 33y SEQ ID NO: 34; o

(i) SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 39y SEQ ID NO: 40; o

(iii) SEQ ID NO: 44 y SEQ ID NO: 45y SEQ ID NO: 46; o

(iv) SEQ ID NO: 50 y SEQ ID NO: 51y SEQ ID NO: 52; o

(v) SEQ ID NO: 56 y SEQ ID NO: 57 y SEQ ID NO: 58; o

(vi) SEQ ID NO: 62 y SEQ ID NO: 63 y SEQ ID NO: 64; o

(vii) SEQ ID NO: 68 y SEQ ID NO: 69 y SEQ ID NO: 70; o

(viii) SEQ ID NO: 74 y SEQ ID NO: 75y SEQ ID NO: 76; o

(ix) SEQ ID NO: 80 y SEQ ID NO: 81y SEQ ID NO: 82; o

(x) SEQ ID NO: 86 y SEQ ID NO: 87 y SEQ ID NO: 88; o

(xi) SEQ ID NO: 92 y SEQ ID NO: 93 y SEQ ID NO: 94; o

(xii) SEQ ID NO: 98 y SEQ ID NO: 99 y SEQ ID NO: 100; o

(xiii) SEQ ID NO: 104 y SEQ ID NO: 105 y SEQ ID NO: 106.

Preferiblemente, la molécula de anticuerpo tal como se define en (ii) comprende una secuencia de aminoacidos de
cadena pesada variable (VH) seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 3; SEQ ID NO: 4; SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 7; SEQ ID NO: 8; SEQ ID NO: 9; SEQ ID NO: 10; SEQ ID NO: 11; SEQ ID NO: 12; SEQ
ID NO: 13; SEQ ID NO: 14; y SEQ ID NO: 15;

y/o comprende una secuencia de aminoacidos de cadena ligera variable (VL) seleccionada del grupo que consiste
en: SEQ ID NO: 16; SEQ ID NO: 17; SEQ ID NO: 18; SEQ ID NO: 19; SEQ ID NO: 20; SEQ ID NO: 21; SEQ ID NO:
22; SEQ ID NO:23; SEQ ID NO: 24; SEQ ID NO: 25; SEQ ID NO: 26; SEQ ID NO: 27; y SEQ ID NO: 28.

Preferiblemente, la molécula de anticuerpo, tal como se define en (ii) (es decir el segundo anticuerpo) comprende las
siguientes secuencias de aminoacidos de CDR:

(i) SEQ ID NO: 29y SEQ ID NO: 30 y SEQ ID NO: 31y SEQ ID NO: 32 y SEQ ID NO: 33y SEQ ID NO: 34; o

(il) SEQ ID NO: 35 y SEQ ID NO: 36 y SEQ ID NO: 37 y SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 39 y SEQ ID NO: 40; o
(iii) SEQ ID NO: 41y SEQ ID NO: 42 y SEQ ID NO: 43 y SEQ ID NO: 44 y SEQ ID NO: 45y SEQ ID NO: 46; 0
(iv) SEQ ID NO: 47 y SEQ ID NO: 48 y SEQ ID NO: 49 y SEQ ID NO: 50 y SEQ ID NO: 51 y SEQ ID NO: 52; o

(v) SEQ ID NO: 53 y SEQ ID NO: 54 y SEQ ID NO: 55y SEQ ID NO: 56 y SEQ ID NO: 57 y SEQ ID NO: 58; o
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(vi) SEQ ID NO: 59 y SEQ ID NO: 60 y SEQ ID NO: 61 y SEQ ID NO: 62 y SEQ ID NO: 63 y SEQ ID NO: 64; o
(vii) SEQ ID NO: 65y SEQ ID NO: 66 y SEQ ID NO: 67 y SEQ ID NO: 68 y SEQ ID NO: 69 y SEQ ID NO: 70; o
(viii) SEQ ID NO: 71 y SEQ ID NO: 72y SEQ ID NO: 73y SEQ ID NO: 74y SEQ ID NO: 75y SEQ ID NO: 76; o
(ix) SEQ ID NO: 77 y SEQ ID NO: 78 y SEQ ID NO: 79 y SEQ ID NO: 80 y SEQ ID NO: 81 y SEQ ID NO: 82; o
(x) SEQ ID NO: 83 y SEQ ID NO: 84 y SEQ ID NO: 85y SEQ ID NO: 86 y SEQ ID NO: 87 y SEQ ID NO: 88; 0
(xi) SEQ ID NO: 89y SEQ ID NO: 90 y SEQ ID NO: 91 y SEQ ID NO: 92 y SEQ ID NO: 93 y SEQ ID NO: 94; o
(xii) SEQ ID NO: 95y SEQ ID NO: 96 y SEQ ID NO: 97 y SEQ ID NO: 98 y SEQ ID NO: 99 y SEQ ID NO: 100; o

(xiii) SEQ ID NO: 101 y SEQ ID NO: 102 y SEQ ID NO: 103 y SEQ ID NO: 104 y SEQ ID NO: 105 y SEQ ID NO:
106.

Preferiblemente, la molécula de anticuerpo tal como se define en (ii) comprende las siguientes secuencias de
aminodcidos:

(i) SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 16; 0

(i) SEQ IS NO: 4y SEQ ID NO: 17; 0

(iii) SEQ IS NO: 5y SEQ ID NO: 18; 0

(iv) SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 19; 0

(v) SEQ ID NO: 7y SEQ ID NO: 20; o

(vi) SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 21; 0

(vii) SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 22; o

(viii) SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 23; 0

(ix) SEQ ID NO: 11y SEQ ID NO: 24; o

(x) SEQID NO: 12y SEQID NO: 25 ; 0

(xi) SEQ ID NO: 13y SEQ ID NO: 26; o

(xii) SEQ ID NO: 14y SEQ ID NO: 27; 0

(xiii) SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 28.

Preferiblemente, la molécula de anticuerpo tal como se define en (ii) es capaz de competir con los anticuerpos tal
como se define en las reivindicaciones 14-16 para impedir o reducir el enlace de FcyRIllb al dominio Fc de la
molécula de anticuerpo tal como se define en (i).

Preferiblemente, la molécula de anticuerpo definida en (ii) impide o reduce la sefializacioén de FcyRIIb.

Preferiblemente, la molécula de anticuerpo tal como se define en (ii) impide o reduce la internalizacion de la
molécula de anticuerpo tal como se define en (i) por parte de la célula diana.

Preferiblemente, el antigeno superficial celular es CD20 y la molécula de anticuerpo tal como se define en (i) es un
anticuerpo de CD20.

Preferiblemente, el anticuerpo de CD20 es un anticuerpo de tipo ICD20.

En una forma de realizacion, el procedimiento para predecir la respuesta de células diana de un paciente comprende
determinar el nivel de expresion de FcyRlIb en las células diana y no comprende adicionalmente determinar el nivel
de expresion de FcyRllc en las células diana.

Ha sido demostrado que no todos los anticuerpos, a pesar de su dominio constante de anticuerpo que enlaza Fc

comun y conocida capacidad de enlace del Fc gamma receptor, se internalizan de una manera dependiente de
FcyRIlb, lo que hace la identificacion de anticuerpos adecuados critica para el éxito terapéutico con terapia de
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combinacién que comprende reactivos que modulan la funcion de FcyRIIb e, inversamente, para impedir el
tratamiento que no beneficiara pacientes.

En determinadas formas de realizacién de la composiciéon para uso, o del uso de la invencién, la molécula del
segundo anticuerpo que impide o reduce el enlace de FcyRIlb al dominio Fc de la molécula del primer anticuerpo
adicionalmente impide o reduce la subsiguiente internalizacion de la molécula del primer anticuerpo en la célula.

En determinadas formas de realizacion de la composicion para uso, o del uso de la invencion, la célula diana es una
célula cancerosa. De manera conveniente, la célula diana es una célula B.

Niveles elevados de expresion de FcyRIlb’ se definen mas adelante en ’Definiciones’. El nivel de expresiéon de
FcyRIIb puede medirse como una proporcion de la intensidad fluorescente media geométrica (Geo MFI) de FcyRIlb
para control de isotipo. De modo alternativo, los niveles de expresiéon de FcyRIIb pueden medirse mediante
inmunohistoquimica de biopsias tumorales. Una persona experta en la técnica entenderia que hay multiples técnicas
y metodologias para determinar niveles de expresion de FcyRlIIb.

Aqui también se revela pero no se reivindica cémo identificar anticuerpos que son adecuados para tratamiento de
combinacién con anticuerpos de FcyRIIb, especificamente aquellos anticuerpos que se internalizan desde la
superficie de célula diana de una manera dependiente de FcyRIIb. En la presente memoria también se revela pero
no se reivindica un medio para identificar subconjuntos de pacientes que son adecuados para tratamiento de
combinacién con anticuerpos de FcyRlIb.

Aqui también se revela pero no se reivindica un ensayo para identificar agentes que reducen o impiden el enlace
entre el dominio de Fc de un anticuerpo a antigeno de superficie de células diana y FcyRIlb sobre la célula diana, el
cual comprende determinar el alcance de enlace entre el dominio Fc y FcyRIIb en presencia y ausencia de un
agente de ensayo. Agentes Utiles se identifican si el agente de ensayo reduce o impide que el dominio Fc se enlace
a FcyRIIb. Tales ensayos también son utiles para identificar cuales agentes (por ejemplo moléculas de anticuerpo)
son adecuados para terapia de combinacién con anticuerpos anti-FcyRlIb.

El ensayo para identificar agentes utiles en la practica de los usos de la invencion incluye el tamizaje de agentes que
bloguean la estimulacién/sefalizaciéon de FcyRIlb, tal como se indica mediante fosforilacion de tirosina-293 en el
motivo ITIM intracelular tal como se detecta mediante transferencia Western. Por ejemplo, las células de Raji se
cultivan con un anticuerpo a antigeno de superficie celular, por ejemplo el mAb anti-CD20 rituximab, en presencia o
ausencia del agente de ensayo anti-FcyRIIb antes del ensayo de inmunoblot para FcyRIIb fosforilado. La cantidad de
FcyRIIb fosforilado se vuelve elevada en células estimuladas por rituximab, y debe inhibirse por la adicién de los
agentes de ensayos similares a aquellos mostrados en la figura 4A usando AT10 como agentes de bloqueo.
Ademas, preferiblemente estos agentes también deben bloquear la internalizaciéon de rituximab segun el ensayo de
extincion indicado en la figura 1A. La figura 2B muestra un ejemplo tipico de bloqueo por una entidad de bloqueo
anti-FcyRIIb, en este caso AT10. Tales ensayos también son utiles para identificar cuales agentes (por ejemplo las
moléculas del anticuerpo) son utiles para terapia de combinacién con anticuerpos anti-FcyRilIb.

El ensayo usado para identificar agentes adecuados para la terapia de combinaciéon con anticuerpos de FcyRIlb
mide el porcentaje de internalizacién de agente (por ejemplo moléculas de anticuerpo) en las células que expresan
FcyRIIb. Este procedimiento de ensayo comprende determinar el porcentaje de agente (por ejemplo moléculas de
anticuerpo) retenido en la superficie celular que sigue a la incubacién con agente (por ejemplo molécula de
anticuerpo) de células que expresan la diana y expresan FcyRIIb, por lo cual el porcentaje decreciente de agente
(por ejemplo moléculas de anticuerpo) que son accesibles en la superficie celular (equivalente de internalizacion
creciente de molécula de anticuerpo) es predictivo de una respuesta al tratamiento con la molécula de anticuerpo.

Neubig et al (2003) Pharmacol. Rev. 55, 597-606 describe diversas clases de ligandos que pueden seleccionarse
para identificar agentes que impiden o reducen el enlace de FcyRIlb a dominio Fc de una molécula de anticuerpo.

Los ligandos antes mencionados pueden ser pequefios residuos organicos o inorganicos tales como péptidos o
polipéptidos. Cuando el ligando es un residuo organico o inorganico, pequefio, puede tener un M, desde 50 a 2000,
tal como desde 100 a 1000, por ejemplo desde 100 a 500.

El ligando enlaza FcyRIIb con un Ky desde mM a pM, tal como el intervalo desde pM (micromolar) a nM. En términos
generales, se prefieren los ligandos con el Kq.

El ligando puede ser un peptidomimético, un acido nucleico, un acido péptido nucleico (PNA) o un aptamero. Puede
ser un liquido o un carbohidrato.

El ligando puede ser un polipéptido que se enlaza a FcyRIlb. Tales polipéptidos (por los cuales incluimos
oligopéptidos) normalmente son de M; 500 a M; 50,000, pero pueden ser mas grandes.
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El polipéptido también puede ser una proteina de enlace con base en un marco modular, tal como proteinas de
repeticion de ankyrina, proteinas de repeticion de armadillo, proteinas ricas en leucina, proteinas de repeticion de
tetratriopéptidos o proteinas disefiadas de repeticion de ankyrina (DARPins) o proteinas a base de dominios de
lipocalina o fibronectina o matrices de Affilina.

De manera conveniente, el agente de ensayo es una biblioteca de compuestos de ensayo, por ejemplo la biblioteca
es cualquiera de una biblioteca de péptidos, una biblioteca de proteinas, una biblioteca de anticuerpo, una biblioteca
de anticuerpos recombinantes combinatorios o una biblioteca de indicacién de fagos de scFV o Fab.

Preferiblemente, en una composicidon para su uso o uso segun la invencion, la molécula del segundo anticuerpo (ii)
es una molécula, o mas, del anticuerpo que se enlaza especificamente a FcyRllb. De manera conveniente, las
moléculas de anticuerpo, una o mas, no incluyen un dominio capaz de captar una célula efectora.

De manera ventajosa, las moléculas de anticuerpo, una o mas, son moléculas de anticuerpo monoclonal, una o mas.
Preferiblemente, la molécula del segundo anticuerpo impide o reduce la sefializacion de FcyRllb. Todavia mas
preferiblemente, la molécula del segundo anticuerpo impide o reduce la internalizacion de la molécula del primer
anticuerpo por parte de la célula diana.

En las siguientes formas de realizacion, las SEQ ID NOs se refieren a las secuencias indicadas en los clones 1-13
de mas adelante.

Tal como una persona experta estaria consciente, tres regiones que determinan complementariedad (CDRs) se
encuentran presentes en los dominios variables tanto de la cadena pesada como de la ligera de las
inmunoglobulinas. La designacion de aminoacidos a cada CDR descrita en la presente memoria es de acuerdo con
las definiciones segun Kabat EA et al. 1991, en "Sequences de Proteins of Immulogical Interest" quinta edicion, NIH
Publication No. 91-3242, pp xv-xvii.).

Tal como la persona experta estaria consciente, también existen otros procedimientos para designar aminoacidos a
cada CDR. Por ejemplo, el sistema internacional ImMunoGeneTics (IMGT®) (http://www.imgt.org/ y Lefranc y
Lefranc "The Immunoglobulin FactsBook" publicado por Academic Press, 2001).

En una forma de realizacion, la molécula del segundo anticuerpo comprende una cadena pesada variable (VH) que
comprende las siguientes CDRs:

(i) SEQID NO: 29y SEQ ID NO: 30 y SEQ ID NO: 31; 0
(i) SEQ ID NO: 35 y SEQ ID NO: 36 y SEQ ID NO: 37; o
(iii) SEQ ID NO: 41y SEQ ID NO: 42 y SEQ ID NO: 43; o
(iv) SEQ ID NO: 47 y SEQ ID NO: 48 y SEQ ID NO: 49; o
(v) SEQ ID NO: 53 y SEQ ID NO: 54 y SEQ ID NO: 55; o
(vi) SEQ ID NO: 59y SEQ ID NO: 60 y SEQ ID NO: 61; o
(vii) SEQ ID NO: 65y SEQ ID NO: 66 y SEQ ID NO: 67; 0
(viii) SEQ ID NO: 71 y SEQ ID NO: 72y SEQ ID NO: 73; 0
(ix) SEQ ID NO: 77 y SEQ ID NO: 78 y SEQ ID NO: 79; o
(x) SEQ ID NO: 83 y SEQ ID NO: 84 y SEQ ID NO: 85; o
(xi) SEQ ID NO: 89y SEQ ID NO: 90y SEQ ID NO: 91; o
(xii) SEQ ID NO: 95y SEQ ID NO: 96 y SEQ ID NO: 97; 0
(xiii) SEQ ID NO: 101 y SEQ ID NO: 102 y SEQ ID NO: 103.

Preferiblemente, la molécula del segundo anticuerpo comprende una cadena ligera variable (VL) que comprende las
siguientes CDRs:

(i) SEQ ID NO: 32y SEQ ID NO: 33y SEQ ID NO: 34; o

(i) SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 39 y SEQ ID NO: 40; 0
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(iii) SEQ ID NO: 44 y SEQ ID NO: 45y SEQ ID NO: 46; o

(iv) SEQ ID NO: 50 y SEQ ID NO: 51y SEQ ID NO: 52; o

(v) SEQ ID NO: 56 y SEQ ID NO: 57 y SEQ ID NO: 58; o

(vi) SEQ ID NO: 62 y SEQ ID NO: 63 y SEQ ID NO: 64; o

(vii) SEQ ID NO: 68 y SEQ ID NO: 69 y SEQ ID NO: 70; o

(viii) SEQ ID NO: 74 y SEQ ID NO: 75y SEQ ID NO: 76; o

(ix) SEQ ID NO: 80 y SEQ ID NO: 81y SEQ ID NO: 82; o

(x) SEQ ID NO: 86 y SEQ ID NO: 87 y SEQ ID NO: 88; o

(xi) SEQ ID NO: 92 y SEQ ID NO: 93 y SEQ ID NO: 94; o

(xii) SEQ ID NO: 98 y SEQ ID NO: 99 y SEQ ID NO: 100; o

(xiii) SEQ ID NO: 104 y SEQ ID NO: 105 y SEQ ID NO: 1086.

De manera opcional, la molécula del segundo anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos de cadena
pesada variable (VH) seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 3; SEQ ID NO: 4; SEQ ID NO: 5, SEQ ID
NO: 6; SEQ ID NO: 7; SEQ ID NO: 8; SEQ ID NO: 9; SEQ ID NO: 10; SEQ ID NO: 11; SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO:
13; SEQ ID NO: 14; y SEQ ID NO: 15.

Opcionalmente, la molécula del segundo anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos de cadena ligera
variable (VL) seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 16; SEQ ID NO: 17; SEQ ID NO: 18; SEQ ID NO:
19; SEQ ID NO: 20; SEQ ID NO: 21; SEQ ID NO: 22; SEQ ID NO:23; SEQ ID NO: 24; SEQ ID NO: 25; SEQ ID NO:
26; SEQ ID NO: 27; y SEQ ID NO: 28.

Preferiblemente, la molécula del segundo anticuerpo comprende las siguientes secuencias de aminoacidos de CDR:
(i) SEQ ID NO: 29y SEQ ID NO: 30 y SEQ ID NO: 31y SEQ ID NO: 32 y SEQ ID NO: 33y SEQ ID NO: 34; o

(i) SEQ ID NO: 35 y SEQ ID NO: 36 y SEQ ID NO: 37 y SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 39 y SEQ ID NO: 40; o

(iii) SEQ ID NO: 41y SEQ ID NO: 42y SEQ ID NO: 43y SEQ ID NO: 44 y SEQ ID NO: 45y SEQ ID NO: 46; 0

(iv) SEQ ID NO: 47 y SEQ ID NO: 48 y SEQ ID NO: 49 y SEQ ID NO: 50 y SEQ ID NO: 51 y SEQ ID NO: 52; o

(v) SEQ ID NO: 53 y SEQ ID NO: 54 y SEQ ID NO: 55y SEQ ID NO: 56 y SEQ ID NO: 57 y SEQ ID NO: 58; 0

(vi) SEQ ID NO: 59 y SEQ ID NO: 60 y SEQ ID NO: 61 y SEQ ID NO: 62 y SEQ ID NO: 63 y SEQ ID NO: 64; o

(vii) SEQ ID NO: 65y SEQ ID NO: 66 y SEQ ID NO: 67 y SEQ ID NO: 68 y SEQ ID NO: 69 y SEQ ID NO: 70; o

(viii) SEQ ID NO: 71 y SEQ ID NO: 72y SEQ ID NO: 73y SEQ ID NO: 74 y SEQ ID NO: 75y SEQ ID NO: 76; o

(ix) SEQ ID NO: 77 y SEQ ID NO: 78 y SEQ ID NO: 79 y SEQ ID NO: 80 y SEQ ID NO: 81y SEQ ID NO: 82; o

(x) SEQ ID NO: 83 y SEQ ID NO: 84 y SEQ ID NO: 85y SEQ ID NO: 86 y SEQ ID NO: 87 y SEQ ID NO: 88; 0

(xi) SEQ ID NO: 89y SEQ ID NO: 90 y SEQ ID NO: 91 y SEQ ID NO: 92 y SEQ ID NO: 93y SEQ ID NO: 94; o

(xii) SEQ ID NO: 95y SEQ ID NO: 96 y SEQ ID NO: 97 y SEQ ID NO: 98 y SEQ ID NO: 99 y SEQ ID NO: 100; o

(xiii) SEQ ID NO: 101 y SEQ ID NO: 102 y SEQ ID NO: 103 y SEQ ID NO: 104 y SEQ ID NO: 105 y SEQ ID NO:
106.

Aun mas preferiblemente, la molécula del segundo anticuerpo comprende las siguientes secuencias de aminoacidos:
(i) SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 16; 0

(i) SEQ IS NO: 4y SEQ ID NO: 17; 0
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(iii) SEQ IS NO: 5y SEQ ID NO: 18; 0
(iv) SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 19; 0
(v) SEQ ID NO: 7y SEQ ID NO: 20; o
(vi) SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 21; 0
(vii) SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 22; o
(viii) SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 23; 0
(ix) SEQ ID NO: 11y SEQ ID NO: 24; o
(x) SEQ ID NO: 12 y SEQ ID NO: 25; o
(xi) SEQ ID NO: 13y SEQ ID NO: 26; o
(xii) SEQ ID NO: 14y SEQ ID NO: 27; 0
(xiii) SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 28.

La molécula del segundo anticuerpo de la invencién también puede comprender las regiones constantes (CH) y (CL)
de SEQID NO 1y SEQ ID NO 2.

En otra forma de realizacion, la molécula del segundo anticuerpo es capaz de competir con los agentes descritos en
la presente memoria, por ejemplo agentes que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las formas
de realizacion anteriores (por ejemplo SEQ ID NOs: 1-106), para impedir o reducir el enlace de FcyRIIb al dominio
Fc de la molécula del primer anticuerpo.

Por "capaz de competir" para impedir o reducir el enlace de FcyRllb al dominio Fc de la molécula del primer
anticuerpo con un agente (tal como una molécula de antigeno) como se define en la presente memoria se quiere
decir que el agente ensayado es capaz de inhibir o de interferir de otra manera, al menos parcialmente, con el
enlace de un agente tal como se define en la presente memoria a FcyRIIb e impedir o reducir el enlace de FcyRIIb al
dominio Fc de la molécula del primer anticuerpo.

Por ejemplo, la molécula del segundo anticuerpo puede ser capaz de inhibir el enlace de un agente descrito en la
presente memoria en al menos 10 %, por ejemplo al menos 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %
o incluso en 100 % y/o de inhibir la capacidad del agente para impedir o reducir el enlace de FcyRIlb al dominio Fc
de la molécula del primer anticuerpo en al menos 10 %, por ejemplo al menos 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %,
80 %, 90 %, 95 % o incluso en 100 %.

El enlace competitivo puede determinarse mediante procedimientos bien conocidos por aquellos expertos en la
técnica, tales como el ensayo por inmunoabsorcién enlazado a enzima (ELISA).

Los ensayos ELISA pueden usarse para evaluar anticuerpos que modifican o bloquean epitope. Procedimientos
adicionales adecuados para identificar y cuerpos de competicion se divulgan en Antibodies: A Laboratory Manual,
Harlow & Lane (por ejemplo, véanse las paginas 567 a 569, 574 a 576, 583 y 590 a 612, 1988, CSHL, NY, ISBN 0-
87969-314-2).

La molécula del segundo anticuerpo de la invenciéon puede comprender las siguientes regiones constantes (CH y
CL):

IgG1-CH [SEQ ID NO: 1]

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK

A-CL [SEQ ID NO: 2]

10



10

15

20

25

ES 2 653 685 T3

QPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETT
TPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

La molécula del segundo anticuerpo de la invencion puede comprender una o mas secuencias de clones 1-14:
Clon 1

VH [SEQ ID NO: 3]

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFINYGMHWVRQAPGKG LEWVA[V ISYDGSN KYYADSVKQRF

FrH1 CDRHI FrH2 CDRH2
TISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAREWRDAFDIWGQGTLVTVSS
FrH CDRH3 FrH4

-VL [SEQ ID NO: 16]

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCITGSSSNIGAGYDVH|WYQQLPGTAPKLLI SDNQRPSGVPDRFSGSKSG

Frl1 CDRLI FrL2 CDRL2 FrL3
TSASLAISG LRSEDEADYYC[AAWDDS LSGSW\?lFGGGTKLTVLG
CDRL3 FrL4

Regiones CDR

CDRH1: NYGMH [SEQ ID NO: 29]

CDRH2: VISYDGSNKYYADSVKG [SEQ ID NO: 30]
CDRH3: EWRDAFDI [SEQ ID NO: 31]

CDRL1: TGSSSNIGAGYDVH [SEQ ID NO: 32]
CDRL2: SDNQRPS [SEQ ID NO: 33]

CDRL3: AAWDDSLSGSWV [SEQ ID NO: 34]

Clon 2

- VH [SEQ ID NO: 4]

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIAYDGSKKDYADSVKGRFTISR

DNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAREYRDAFDIWGQGTLVTVSS

- VL [SEQ ID NO: 17]

QSVLTQPPSASGTPGORVTISCTGSSSNIGAGYDVHWYQQLPGTAPKLLIYGNSNRPSGVPDRFSGSKSGTTA
SLAISGLRSEDEADYYCAAWDDSVSGWMFGGGTKLTVLG

Regiones CDR

CDRH1: TYGMH [SEQ ID NO: 35]

CDRH2: VIAYDGSKKDYADSVKG [SEQ ID NO: 36]
CDRH3: EYRDAFDI [SEQ ID NO: 37]

CDRL1: TGSSSNIGAGYDVH [SEQ ID NO: 38]
CDRL2: GNSNRPS [SEQ ID NO: 39]

CDRL3: AAWDDSVSGWM [SEQ ID NO: 40]

11



10

15

20

25

ES 2 653 685 T3

Clon 3

- VH[SEQ ID NO: 5]

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNNYGMRWVRGAPGKG LE‘u"v"v’A‘{V ISYDGSNRYYADSVKGRETM
SRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRWNGMDVIWGQGTLVTVSS

- VL [SEQ ID NO: 18]

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISdSGSSSNiGAGYDVHlWYQQi.F’G TAPKLLIANNQRPSGVPDRFSGSKSGTSA
SLAISGLRSEDEADYYdAAWDDSLNGPWV|FGGGTKLWLG

Regiones CDR

CDRH1: NYGMH [SEQ ID NO: 41]

CDRH2: VISYDGSNRYYADSVKG [SEQ ID NO: 42]
CDRH3: DRWNGMDYV [SEQ ID NO: 43]

CDRL1: SGSSSNIGAGYDVH [SEQ ID NO: 44]
CDRL2: ANNQRPS [SEQ ID NO: 45]

CDRL3: AAWDDSLNGPWYV [SEQ ID NO: 46]

Clon 4

- VH[SEQ ID NO: 6]

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPG KGLEWVANISYDGSDTAYADSV@R FTISR
DNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCARDHSVIGAFDIWGQGTLVTVSS

- VL [SEQ ID NO: 19]

QSVLTQPPSASGTPGQRVT!SdSGSSSNlGSNTVNIWYQQLPGTAPKLLI DNNKRPSGVPDRFSGSKSGTSASL

AISGLRSEDEADYYCSSYAGSNNVVIFGGGTKLTVLG

Regiones CDR

CDRH1: SYGMH [SEQ ID NO: 47]

CDRH2: VISYDGSDTAYADSVKG [SEQ ID NO: 48]
CDRH3: DHSVIGAFDI [SEQ ID NO: 49]

CDRL1: SGSSSNIGSNTVN [SEQ ID NO: 50]
CDRL2: DNNKRPS [SEQ ID NO: 51]

CDRL3: SSYAGSNNVV [SEQ ID NO: 52]

Clon 5

-VH[SEQID NO: 7]

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYGMHWVRQAPGKG LEWVAMSYDGSN KYYA DSVKQRFTIS
RDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDQLGEAFDIWGQGTLVTVSS

12
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- VL [SEQ ID NO: 20]

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISATGSSSNIGAGYDVHWYQQLPGTAPKLLIYDNNKRPSIGVPDRFSGSKSGTSA
SLAISGLRSEDEADYYCATWDDSLSGPVFGGGTKLTVLG

Regiones CDR

CDRH1: NYGMH [SEQ ID NO: 53]

CDRH2: VISYDGSNKYYADSVKG [SEQ ID NO: 54]
CDRH3: DQLGEAFDI [SEQ ID NO: 55]

CDRL1: TGSSSNIGAGYDVH [SEQ ID NO: 56]
CDRL2: DNNKRPS [SEQ ID NO: 57]

CDRL3: ATWDDSLSGPV [SEQ ID NO: 58]

Clon 6

- VH[SEQ ID NO: 8]

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFDDYGM WVRQAPGKGLEWVS‘AISGSGSSTYYADSVKG RFTISR
DNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAGGDIDYFDYWGQGTLVTVSS

- VL [SEQ ID NO: 21]

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISATGSSSNFGAGYDVHWYQQLPGTAPKLLIYENNKRPSGVPDRFSGSKSGTSA
SLAISGLRSEDEADYYCAAWDDSLNGPVIFGGGTKLTVLG

Regiones CDR

CDRH1: DYGMS [SEQ ID NO: 59]

CDRH2: AISGSGSSTYYADSVKG [SEQ ID NO: 60]
CDRH3: GDIDYFDY [SEQ ID NO: 61]

CDRL1: TGSSSNFGAGYDVH [SEQ ID NO: 62]
CDRL2: ENNKRPS [SEQ ID NO: 63]

CDRL3: AAWDDSLNGPV [SEQ ID NO: 64]

Clon7

- VH[SEQ ID NO: 9]

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKG LEWVAIV ISYDGSNKYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARERRDAFDIWGQGTLVTVSS

- VL [SEQ ID NO: 22]

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISC{I’GSSSNIGAGYDVH\WYQQLPGTAPKLLI SDNQRPSGVPDRFSGSKSGTSA

SLAISGLRSEDEADYYCATWDSDTPVIFGGGTKLTVLG

Regiones CDR

13
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CDRH1: SYGMH [SEQ ID NO: 65]

CDRH2: VISYDGSNKYYADSVKG [SEQ ID NO: 66]
CDRH3: ERRDAFDI [SEQ ID NO: 67]

CDRL1: TGSSSNIGAGYDVH [SEQ ID NO: 68]
CDRL2: SDNQRPS [SEQ ID NO: 69]

CDRL3: ATWDSDTPV [SEQ ID NO: 70]

Clon 8

- VH [SEQ ID NO: 10]

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTF SYGMHWVRQAPGKGLEWVA|VISYDGSNKYYADSV@RFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAMYYCARDHSAAGYFDY\WGQGTLVTVSS

- VL [SEQ ID NO: 23]

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSNTVNWYQQLPGTAPKLLIYIGNSIRPSGGPDRFSGSKSGTSASL
AISGLRSEDEADYYCASWDDSLSSPVIFGGGTKLTVLG

Regiones CDR

CDRH1: SYGMH [SEQ ID NO: 71]

CDRH2: VISYDGSNKYYADSVKG [SEQ ID NO: 72]
CDRH3: DHSAAGYFDY [SEQ ID NO: 73]

CDRL1: SGSSSNIGSNTVN [SEQ ID NO: 74]
CDRL2: GNSIRPS [SEQ ID NO: 75]

CDRL3: ASWDDSLSSPV [SEQ ID NO: 76]

Clon 9

- VH [SEQ ID NO: 11]

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFGSYGMHWVRQAPGKG LEWVSLG ISWDSAIIDYAGSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKDEAAAGAFDIWGQGTLVTVSS

- VL [SEQ ID NO: 24]

QsviLTap PSASGTPGQRVT]SC[T GSSSNIGAGYDV H|WYQQLPGTAPKLLI GNTDRPSGVPDRFSGSKSGTSA
SLAISG LRSEDEADYYdAAWDDSLSG PV%FGGGTKLTVLG

Regiones CDR

CDRH1: SYGMH [SEQ ID NO: 77]

CDRH2: GISWDSAIIDYAGSVKG [SEQ ID NO: 78]
CDRH3: DEAAAGAFDI [SEQ ID NO: 79]

CDRL1: TGSSSNIGAGYDVH [SEQ ID NO: 80]
CDRL2: GNTDRPS [SEQ ID NO: 81]
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CDRL3: AAWDDSLSGPVV [SEQ ID NO: 82]
Clon 13
- VH[SEQ ID NO: 15]

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSSYGISWVRQAPGKG LEWVS‘G ISGSGGNTYYADSVKGRRFTISRD
NSKNTLYLQM NSLRAEDTAVYYCAS‘SVGAYAN DAFDI‘WG QGTLVTVSS

- VL [SEQ ID NO: 28]

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCTGSSSNIGAGYDVHWYQQLPGTAPKLLIYGDTNRPSGVPDRFSGSKSGTSA
SLAISGLRSEDEADYYCAAWDDSLNGPVFGGGTKLTVLG

Regiones CDR

CDRH1: SYGIS [SEQ ID NO: 101]

CDRH2: GISGSGGNTYYADSVKG [SEQ ID NO: 102]
CDRH3: SVGAYANDAFDI [SEQ ID NO: 103]
CDRL1: TGSSSNIGAGYDVH [SEQ ID NO: 104]
CDRL2: GDTNRPS [SEQ ID NO: 105]

CDRL3: AAWDDSLNGPV [SEQ ID NO: 106]

Clon 10

- VH [SEQ ID NO: 12]

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKG LEWMAN ISYDGSNKYYADSVKGRFTIS
RDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARELYDAFDIWGQGTLVTVSS

- VL [SEQ ID NO: 25]

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCTGSSSNIGAGYDVHWYQQLPGTAPKLLIYADDHRPSIGVPDRFSGSKSGTSA
SLAISGLRSEDEADYYCASWDDSQRAVIFGGGTKLTVLG

Regiones CDR

CDRH1: SYGMH [SEQ ID NO: 83]

CDRH2: VISYDGSNKYYADSVKG [SEQ ID NO: 84]
CDRH3: ELYDAFDI [SEQ ID NO: 85]

CDRL1: TGSSSNIGAGYDVH [SEQ ID NO: 86]
CDRL2: ADDHRPS [SEQ ID NO: 87]

CDRL3: ASWDDSQRAVI [SEQ ID NO: 88]

Clon 11

- VH [SEQ ID NO: 13]
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EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPG KGLEWVAb/ ISYDGSNKYYADSVKGRRFTISR
DNSQNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAREFGYILDYWGQGTLVTVSS

- VL [SEQ ID NO: 26]

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISGSGSSSNIGSNTVNWYQQLPGTAPKLLIYRDYERPS|GVPDRFSGSKSGTSASL
AISGLRSEDEADYYCOMAWDDSLSGVVFGGGTKLTVLG

Regiones CDR

CDRH1: SYGMH [SEQ ID NO: 89]

CDRH2: VISYDGSNKYYADSVKG [SEQ ID NO: 90]
CDRH3: EFGYIILDY [SEQ ID NO: 91]

CDRL1: SGSSSNIGSNTVN [SEQ ID NO: 92]
CDRL2: RDYERPS [SEQ ID NO: 93]

CDRL3: MAWDDSLSGVV [SEQ ID NO: 94]

Clon 12

- VH [SEQ ID NO: 14]

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNHGMHWVRQAPGKG LEWVA[V ISYDGTN KYYADSV@R FTIS
RDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARETWDAFDVIWGQGTLVTVSS

- VL [SEQ ID NO: 27]

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISC@GSSSNIGSNNANlWYQQLPGTAPKLLI DNNKRPSGVPDRFSGSKSGTSAS

LAISGLRSEDEADYYQQAWDSS FGGGTKLTVLG

Regiones CDR

CDRH1: NHGMH [SEQ ID NO: 95]

CDRH2: VISYDGTNKYYADSVRG [SEQ ID NO: 96]
CDRH3: ETWDAFDV [SEQ ID NO: 97]

CDRL1: SGSSSNIGSNNAN [SEQ ID NO: 98]
CDRL2: DNNKRPS [SEQ ID NO: 99]

CDRL3: QAWDSSTVV [SEQ ID NO: 100]

Los antigenos de superficie de células diana divulgados en la presente memoria pero no reivindicados pueden
seleccionarse de los siguientes: Thy-1 (CD90, Cluster of Differentiation 90 (Biofactors. 2009 mayo-junio; 35(3): 258-
65)); Ly-6 (Lymphocyte Antigen 6 (Mol Biol Rep. 2009 abril; 36(4): 697-703)); CD59 (Complement regulatory protein
(Mol Immunol. 2007 enero; 44(1-3): 73-81)); Fas (FS7-associated cell surface antigen, CD95, APO-1 o TNFRSF6
(Adv Exp Med Biol. 2009;647:64-93)); EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor (FEBS J. 2010 enero; 277(2): 301-
8)); Her2 (Human epidermal growth factor receptor 2 (Clin Breast Cancer. 2008 octubre; 8(5):392-401)); CXCR4
(Chemokine Receptor 4 (Biochim Biophys Acta. 2007 abril; 1768(4): 952-63)); HLA Molecules (Human Leukocyte
Antigen molecules (Korean J Lab Med. 2010 junio; 30(3):203)); GM1 (ganglioside, monosialotetrahexosylganglioside
(J Lipid Res. 2010 septiembre; 51(9):2731-8)); CD22 (Cheson (2008) NEJM 359(6): 613-26); CD23 (Cheson, 2008);
CDB80 (Cheson, 2008); CD74 (Cheson, 2008); DRD (Cheson, 2008).
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Tal como se define en las reivindicaciones, el antigeno de superficie de célula diana se selecciona de: CD 19
(Cluster of Differentiation 19 (Cell Immunol. 1989 febrero; 118(2):368-81)); CD40 (Cluster of Differentiation 40 (Basic
Clin Pharmacol Toxicol. 2009 febrero; 104(2):87-92)); y CD20.

Preferiblemente, los antigenos de superficie CD19, CD20, o CD40 son formas humanas de los mismos. CD20,
especialmente CD20 humano, es el mas preferido.

De manera ventajosa, la molécula del primer cuerpo es un anticuerpo monoclonal, preferiblemente un anticuerpo
monoclonal que después de enlazarse a la célula diana se retira de la superficie celular y se internaliza en la célula
diana de una manera dependiente de FcyRIlb. Preferiblemente, el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo anti-
CD19, anti-CD20 o anti-CD40. Del modo mas preferible, el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo monoclonal anti-
CD20.

En una forma de realizacion preferida, la molécula del primer anticuerpo es un anticuerpo anti-CD20 de tipo I. En
otra forma de realizacion preferida, la molécula del primer anticuerpo no es un anticuerpo anti-CD20 de tipo Il.

En una forma de realizacion, el antigeno de superficie celular es CD20 y la molécula del primer anticuerpo es un
anticuerpo tipo I.

Tal como se menciond antes, hay dos tipos de anticuerpos monoclonales anti-CD20 (mAb). mAb anti-CD20 fueron
definidos primero por los inventores como ubicados en diferentes grupos en 2003 (43 y 25) y luego definidos a
continuacion como mAbs de tipo | y Il en 2004 (26). Inicialmente, la base para esto fue que mAb anti-CD20 se ubico
en dos tipos distintos de reactivos con base en su capacidad para erradicar xenoinjertos de linfoma: los del tipo | (por
ejemplo Rituximab y 1F5) utilizan complemento; y los del tipo Il (por ejemplo B1), no utilizan. Ambos tipos de mAb
dieron una prolongacion excelente de supervivencia, pero agotaron la actividad de complemento administrando CVF,
disminuyeron considerablemente la potencia de Rituximab y 1F5, pero no tuvieron efecto en la actividad de B1.
Estos resultados mostraron claramente que diferentes mAb de CD20 operan diferentes mecanismos efectores in
vivo. Ademas, se encuentran completamente de acuerdo con un trabajo previo que mostraba que Rituximab y 1F5
son capaces de activar el complemento de manera eficiente como resultado de transferir CD20 a balsas lipidicas en
la membrana de la célula diana, algo que no puede hacer el mAb de tipo B1 (43). Existe una correlacion excelente
con la capacidad de mAb para involucrar el complemento e inducir CD20 para moverse a balsas lipidicas (43, 26).
Por lo tanto, la naturaleza de tipo | y Il puede definirse por su capacidad para mover CD20 a balsas lipidicas. Esto
puede determinarse tal como se indica mas adelante. También existe una correlacion con mAb de tipo Il que es
capaz de provocar una adhesion homotipica mas potente y muerte celular directa, pero esta no puede usarse sola
para definir un mAb de tipo | o Il (a diferencia de los ensayos de balsa Tx-100; véase mas adelante).

Por lo tanto, diversos mAbs anti-CD20 pueden clasificarse como tipo | (por ejemplo rituximab, ofatumumab) o tipo Il
(por ejemplo tositumomab (B1), GA101, 11B8) de acuerdo con su capacidad para redistribuir CD20 en la membrana
plasmatica y su actividad en diversos ensayos efectores (25-27). Los anticuerpos monoclonales anti-CD20 del tipo |
(por ejemplo rituximab, ofatumumab) inducen CD20 para que se redistribuya en grandes microdominios (balsas)
resistentes a detergente, mientras que los anticuerpos monoclonales anti-CD20 de tipo Il (similares a tositumomab)
no inducen (50).

Tal como se ha discutido antes, los mAbs anti-CD20 pueden designarse como de tipo | o tipo Il por virtud de si
redistribuyen CD20 en balsas lipidicas. Esto se hace mediante el ensayo de indisolubilidad de Tx-100 o mediante
separacion de gradiente de densidad de sacarosa y transferencia Western. Ambos procedimientos se describen en
Cragg et al Blood 2003 (43) tal como sigue:

1. Evaluacion de antigeno asociado a balsa mediante insolubilidad de Triton X-100

Como una evaluacion rapida de la presencia de antigeno en microdominios de balsa utilizamos un procedimiento de
citometria de flujo basado en la insolubilidad de Triton X-100 a bajas temperaturas. Brevemente, las células fueron
lavadas en RPMI / BSA de 1 % y resuspendidas a 2,5 x 108/ml. Las células fueron incubadas luego con 10 pg/ml de
un mAb conjugado con FITC durante 15 minutos a 37 °C, fueron lavadas en PBS frio/BSA de 1 % /azida de sodio de
20 mM y luego la muestra se dividi6 en la mitad. Se mantuvo una mitad sobre hielo para permitir el calculo de niveles
de antigeno de superficie de 100 %, mientras que la otra fue tratada con Triton X-100 al 0,5 % durante 15 minutos
sobre hielo para determinar la proporcién de antigenos que permanecen en la fraccion de balsa insoluble. Las
células se mantuvieron luego a 4 °C durante todo el resto del ensayo, se lavaron una vez en PBS/BSA/azida, se
resuspendieron y evaluaron mediante citometria de flujo tal como se ha detallado antes. Fueron obtenidos
resultados similares usando procedimientos indirectos de deteccidon. Para determinar el nivel constitutivo de
asociacion de balsa de antigenos diana, primero se trataron las células con Triton X-100 de 0,5 % durante 15
minutos sobre hielo y se lavaron en PBS/BSA/azida antes del enlace de mAb etiquetado con FITC. Para evaluar si
podia moverse mas antigeno a la fraccion insoluble de Triton X-100 mediante entrecruzamiento adicional, las células
fueron incubadas con mAb FITC al igual que antes, lavadas y luego divididas en 4. Dos de estas muestras fueron
incubadas con fragmentos de F(ab’)2 de Ig cabra anti-ratén durante 15 minutos sobre hielo. Después de lavar, una
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de las muestras entrecruzadas y una de las muestras no entrecruzadas fueron lisadas en Triton X-100 y lavadas tal
como se describid antes, previamente a la citometria de flujo.

2. Separacion de gradiente de densidad de sacarosa y transferencia Western - Preparacion de fracciones de balsa
lipidica y transferencia Western

Ab (anticuerpo) monoclonal (1 ug /10° células) fue adicionado a las células a 37 °C. 20 minutos después de la
incubacion, las células fueron convertidas en pellas y lisadas en Triton X-100 de 1,0 %, helado, en salmuera con pH
regulado por MES (MES de 25 mM, pH 6,5, NaCl de 150 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo de 1mM, 5 pg/ml de
aprotinina, 5 pyg /ml de leupeptina, EDTA de 10 mM). Luego fueron preparadas fracciones de balsa lipidica por
centrifugacion de gradiente de densidad de sacarosa. En breve fueron mezclados los lisados con un volumen igual
de sacarosa al 80 % en regulador de pH de lisis, recubiertos con un gradiente discontinuo de densidad de sacarosa
de 5-30 % y luego centrifugados a 200000 x g durante 16 h. Se recogieron y analizaron fracciones (0,5 ml) mediante
transferencia Western. Fueron diluidas alicuotas de 15 ml de cada fraccién 1:1 en regulador de pH de carga 2 x,
calentadas a 95 °C por 5 minutos y separadas sobre geles de SDS-PAGE de 15 %, antes de transferirse a otras
membranas de PVDF e incubarse con el anticuerpo primario (por ejemplo ratén anti-CD20, Clon 7D1 para detectar
CD20 o polisueros de conejo anti-Lyn; Serotec, Reino Unido para identificar las fracciones de balsa), seguido por
anticuerpo secundario conjugado con HRP (Amersham Biosciences UK Ltd). Fueron visualizados manchas usando
ECL+plus (Amersham Biosciences UK Ltd).

mAbs anti-CD20 pueden requerir el motivo AxP en el bucle grande de CD20. (Ofatumumab y otros anticuerpos
Genmab no requieren). Sin embargo, (Niederfelner et al. (51)) indica que un mAb de tipo Il se enlaza a una region
ligeramente diferente del bucle CD20 en comparacion con el tipo 1.

Preferiblemente, en una composicion, uso o procedimiento segun la invencién, la célula diana es una célula
cancerosa. Mas preferiblemente, un cancer seleccionado del linfoma de no Hodgkin, que incluye pero no se limita a
linfoma folicular, linfoma difuso de células B grandes, linfoma de célula del manto o leucemia linfocitica crénica.

En una forma de realizacion, la invencion proporciona composiciones para su uso y usos para tratar cancer, en
particular una malignidad de células B qué se selecciona preferiblemente de linfomas, leucemias linfociticas
cronicas, leucemias linfoblasticas agudas, mieloma multiple, enfermedad de Hodgkin y no Hodgkin, linfoma difuso de
células B grandes, linfoma folicular con areas de linfoma difuso de células B grandes, linfoma linfocitico pequefio,
linfoma de células del manto y linfoma difuso de células disociadas pequefias o combinaciones de los mismos. En
determinadas formas de realizacion, la malignidad de células B es un linfoma tal como un linfoma de no Hodgkin
(NHL).

En otra forma de realizacion la invencion proporciona composiciones para su uso y usos para tratar una enfermedad
inflamatoria. Esta puede ser una enfermedad autoinmune tal como tiroiditis de Hashimoto, anemia perniciosa,
enfermedad de Adison, diabetes tipo 1, artritis reumatoide, lupus sistémico eritematoso, dermatomiositis, sindrome
de Sjogren, dermatomiositis, lupus eritematoso, esclerosis multiple, enfermedad autoinmune del oido interno,
miastenia grave, sindrome de Reiter, enfermedad de Graves, hepatitis autoinmune, poliposis adenomatosa familiar y
colitis ulcerosa o combinaciones de las mismas. En formas especificas de realizacién, la enfermedad autoinmune es
artritis reumatoide o lupus eritematoso sistémico.

En formas preferidas de realizacion, el tratamiento es para enfermedades que incluyen leucemia linfocitica cronica
(CLL), linfoma de no Hodgkin (NHL), malignidades de célula B, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico,
dermatomiositis, esclerosis sistémica y enfermedades ampollosas autoinmunes.

En una forma preferida de realizacion, el tratamiento que se mejora por el uso de la invencion es el tratamiento con
un mAb anti-CD20, tal como rituximab.

DEFINICIONES

Por "elevado" incluimos el significado de que las células en cuestion expresan niveles mas altos de FcyRIIb sobre
sus superficies que las células de control o de referencia que expresan niveles bajos o medios de FcyRIlb en su
superficie. Por ejemplo, si las células en cuestion son un tipo de célula B, niveles "elevados" de expresion de FcyRIlIb
serian reconocidos si el nivel de expresion fuera superior al nivel normal (preferiblemente mediano) de expresion de
FcyRIIb por células B del mismo tipo celular. Como alternativa, niveles "elevados" serian reconocidos y las células
en cuestion expresaran FcyRIIb a un nivel superior que un tipo de célula diferente que expresa FcyRIIb a nivel bajo o
medio.

Segun la invencidn, mientras mayor sea el grado de elevacion en la expresion de FcyRIIb de células diana, peor es
la respuesta predicha de dichas células al tratamiento con una molécula de anticuerpo que se enlaza
especificamente a un antigeno de superficie de las células diana y que tiene un dominio Fc capaz de enlazar
FcyRIIb. Por lo tanto, mientras mayor sea la elevacion en la expresion de FcyRIIb, mayor sera el beneficio que
puede ganarse del uso de un agente que impide o reduce el enlace del dominio Fc a FcyRIlb segun la invencion, tal
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como se demuestra en las figuras 2D y 3A. Después de medir los niveles de FcyRIlIb mediante IHC (Figura 10b) y de
separar muestras de MCL en positivas y negativas para FcyRIlb, se vio una diferencia clinica clara en respuesta
después de la terapia a base de rituximab. (Figuras 10c y d)

Las personas expertas pueden determinar facilmente los niveles de expresion de FcyRIIb en células mediante una
variedad de procedimientos conocidos tales como la citometria de flujo y los procedimientos de tincion
inmunohistoquimica que se describen en las figuras y ejemplos acompariantes.

Una persona experta apreciaria que el nivel de expresion "normal" y "elevado” de FcyRllb variara entre diferentes
tipos de células y diferentes estados de enfermedad y seria capaz de identificar un nivel "normal” y uno "elevado" de
expresion de FcyRIIb para una célula diana dada o un estado patolégico usando procedimientos bien conocidos en
la técnica y descritos en la presente memoria. Se proporcionan niveles ejemplares de los niveles "normales" (o
medianos) y "elevados" de expresion de FcyRIllb en ciertos tipos de células en la figura 2C. En estos ejemplos
particulares, en linfoma folicular (FL), niveles "normales" son aproximadamente de 50 (proporcién de Geo MFI
FcyRlIIb a control isotipico) y niveles "elevados" son aproximadamente de 125 o 400 o mas, mientras que en el
linfoma difuso de células B grandes (DLBCL), niveles "normales" son aproximadamente de 20 y niveles "elevados"
son aproximadamente de 80 o mas, mientras que en linfoma de célula de manto (MCL) niveles "normales" son
aproximadamente de 60 y niveles "elevados" son aproximadamente de 110 o de 190 o mas, y en leucemia linfoide
cronica (CLL) niveles "normales" son aproximadamente de 100 y niveles "elevados" son aproximadamente de 300 o
mas.

Preferiblemente, el nivel elevado de expresiéon de FcyRlIlb es de al menos 1,1 veces incrementado sobre el nivel de
expresion mediano de células del mismo tipo de células en pacientes que tienen la misma enfermedad, o de al
menos 1,2,1,3,1,4,1,5,1,6,1,7,1,8,1,9,2,0,21,2,2,23,2,4,25, 26, 27,28, 2,9, 3,0, 3,1, 3,2, 3,3, 3,4, 3,5, 3,6,
3,7,38,39,40,41,42,4,3,44,45,46,4,7,48,49, 50, 51, 5,2,53,54,5,5, 5,6, 57,58, 5,9, 6,0, 6,1, 6,2,
6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7,6,8,6,9,7,0,71,72,73,74,75,76,7,7,7,8,7,9, 8,0, 8,1, 8,2, 83, 84, 8,5, 8,6, 8,7, 8,8,
8,9,90,91,9.2,9,3,94, 95,96, 97,938, 9,9, 10,0, 10,5, 11,0, 11,5, 12,0, 12,5, 13,0, 13,5, 14,0, 14,5, 15,0, 15,5,
16,0, 16,5, 17,0, 17,5, 18,0, 18,5, 19,0, 19,5, 20,0. 21,0, 22,0, 23,0, 24,0 o 25,0 o mas veces incrementado sobre el
nivel mediano de expresiéon de células del mismo tipo de células en pacientes que tienen la misma enfermedad.
Preferiblemente son de al menos 1,8 veces incrementados sobre el nivel de expresidon mediano de células del
mismo tipo de células en pacientes que tienen la misma enfermedad.

Tal como se muestra en los ejemplos acompafiantes, mentores han determinado que el nivel de expresion de
FcyRIIb se correlaciona con una modulacién incrementada de mAb desde la superficie de la célula. Mas altos de
expresion de FcyRIIb dan una modulacién aun mas alta, es decir que existe una correlacion entre el grado de
elevacion de expresion y la modulacion tal como se muestra en las figuras 2D y 3A. En la figura 2D se grafica el nivel
de expresion de FcyRllb versus el nivel de modulaciéon observado. La correlacion es tal que los niveles mas altos de
FcyRIlb (por ejemplo >400) da lugar al nivel mas bajo de CD20 superficial (<20 %); es decir el efecto mas grande
sobre la modulacion de mAb desde la superficie de la célula. En la figura 3A, se introdujeron niveles bajo (18), medio
(70) y alto (124) de FcyRIIb a una linea celular negativa de FcyRIlIb (Ramos) y esta fue correlacionada directamente
con la reduccién de niveles de la superficie celular CD20 (60, 40, 30 % para bajo, medio y alto) en proporcion con la
expresion de los niveles de expresion de FcyRIIb. FcyRIlb tal como se da por la proporcion de la intensidad
fluorescente media geométrica (Geo MFI) de FcyRlIIb al control isotipico.

La modulacién reduce la cantidad de mAb que queda sobre la superficie celular. mAbs requieren que Fc se involucre
con mecanismos inmuno-efectores (ADCC, ADCP, CDC) para suprimir células diana. Por lo tanto, reducir la
modulaciéon con mAb que bloquea FcyRIlb mejorara las funciones efectoras dependientes de Fc. Esto se muestra
para ADCP (fagocitosis) en la figura 8. La fagocitosis con solamente rituximab fue de 40 % pero crecié a 55 %
cuando el FcyRIIb fue bloqueado por AT10.

Por "molécula de anticuerpo" incluimos anticuerpos monoclonales, anticuerpos sintéticos, anticuerpos producidos de
modo recombinante, anticuerpos multiespecificos, anticuerpos humanos, anticuerpos quiméricos, anticuerpos de
camélidos, anticuerpos, Fvs (scFv) monocatenarios, anticuerpos monocatenarios, fragmentos de Fab, fragmentos de
F(ab’), Fvs enlazados con disulfuro (sdFv), intracuerpos, o fragmentos que enlazan epitope de cualquiera de los
anteriores. Preferiblemente, los anticuerpos de la invencion son anticuerpos monoclonales y mas preferiblemente
anticuerpos humanizados o humanos.

Procedimientos para la preparacion y caracterizacion de moléculas de anticuerpo que son Uutiles en las
composiciones para su uso y el uso de la presente invencion son bien conocidos por las personas expertas. Por
ejemplo, la publicacion WO 2008/002933, en la seccion 5,3 a 5,3.1 paginas 74-91, describe la preparacion y
caracterizacion de anticuerpos monoclonales que se enlazan especificamente a un antigeno superficial de célula
diana tal como CD20 o FcyRIIb. Anticuerpos Uutiles que se enlazan especificamente a FcyRIlb y CD20, que incluyen
anticuerpos monoclonales producidos por hibridomas, depositados segun el tratado de Budapest, también se
revelan en las paginas 15 21 de la publicacion WO 2008/002933.
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Por "que se enlaza especificamente" hemos incluido agentes tales como moléculas de anticuerpo que se enlazan a
un antigeno diana pero no se enlazan (reaccion cruzada) a otros antigenos o se enlazan a tales antigenos mas
débilmente, es decir con una afinidad mas baja que el antigeno diana. Por ejemplo, un anticuerpo que se enlaza
especificamente a FcyRIIB puede enlazarse a otros péptidos o polipéptidos con afinidad mas baja, tal como se
determina, por ejemplo, mediante inmuno-ensayos, BlAcore, u otros ensayos conocidos en la técnica.
Preferiblemente, los anticuerpos que se enlazan especificamente a FcyRIIB o a un fragmento del mismo no
reaccionan de modo cruzado con otros antigenos. Los anticuerpos que se enlazan especificamente a FcyRIIB
pueden identificarse, por ejemplo, mediante inmuno-ensayos, BlAcore, u ofras técnicas conocidas por aquellos
expertos en la técnica. Un anticuerpo o un fragmento del mismo se enlaza especificamente a un FcyRIIB cuando se
enlaza a FcyRIIB con una afinidad superior que a un antigeno reactivo de modo cruzado, segun se determina
usando técnicas experimentales tales como transferencia Western, radioinmunoensayo (RIA) y ensayos por inmuno-
absorcion enlazado a enzimas (ELISAs) (véase Fundamental Inmunology, segunda edicion, Raven Press, Nueva
York, en las paginas 332-336 (1989) para una discusion respecto de la especificidad de anticuerpo) y se enlaza a
FcyRIIB, particularmente FcyRIIB humano, mas particularmente FcyRIIB humano nativo, con una afinidad superior
con la que dicho anticuerpo o fragmento del mismo se enlaza a FcyRIIA, particularmente FcyRIIA humano, mas
particularmente FcyRIIA humano nativo. Se divulgan anticuerpos representativos en las solicitudes estadounidenses
de patente Nos. 2004-0185045; 2005-0260213; y 2006-0013810.

Preferiblemente, determinados anticuerpos de FcyRIIB que se usan en combinacién con un anticuerpo de CD20 en
las composiciones para su uso de la invencién se enlazan al dominio extracelular de FcyRIIB humano nativo. En
algunas formas de realizacién, el anticuerpo o un fragmento del mismo se enlaza a FcyRIIB con una afinidad al
menos 2 veces mas grande que con la que dicho anticuerpo o un fragmento del mismo se enlaza a FcyRIIA. En
otras modalidades, el anticuerpo o un fragmento del mismo se enlaza a FcyRIIB con una afinidad al menos 4 veces,
al menos 6 veces, al menos 8 veces, al menos 10 veces, al menos 100 veces, al menos 1000 veces, al menos 104,
al menos 105, al menos 106, al menos 107, o al menos 108 veces mas grande que aquella con la que dicho
anticuerpo o un fragmento del mismo se enlaza a FcyRIIA. En una forma preferida de realizaciéon, dicho anticuerpo o
un fragmento del mismo se enlaza a FcyRIIB con una afinidad 100 veces, 1000 veces, 104 veces, 105 veces, 106
veces, 107 veces, 108 veces mas grande que con la que dicho anticuerpo un fragmento del mismo se enlaza a
FcyRIIA.

Ejemplos

Ejemplos que materializan aspectos de la invencidon seran descritos ahora con referencia a las figuras
acompanantes, en las cuales:-

Figura 1. mAb de tipo | se internaliza desde la superficie celular de células B humanas, normales y malignas.

A) Fueron cultivadas células primarias de CLL con Tosit-488, GA101gly-488, Ritux-488 o Ofatum-488 (todas a 5 ug
/ml) durante 2 o 6 h. Luego las células fueron cosechadas y lavadas dos veces antes de adicion de anti-Alexa-488 a
una mitad de la muestra durante 30 minutos a 4 °C para discriminar entre mAb internalizado y no internalizado. Fue
determinado CD20 ( %) accesible en la superficie usando el siguiente calculo: CD20 accesible en la superficie +
(Geo MFI pre-extincion - GEO MFI pos-extincion)/(Geo MFI pre-extincion) x 100. Cada punto representa una
muestra de un paciente diferente con CLL. Se realiz6 un analisis estadistico usando la prueba emparejada de
Wilcoxon, valor **p < 0,001, y se muestran las medianas. B) Luego se examind una variedad de tumores de células
B primaria y células B normales de voluntarios sanos en el mismo ensayo con Tosit-488 o Ritux-488. El analisis
estadistico fue realizado usando la prueba de Mann Whitney y se muestran las medianas.

Figura complementaria 1. Falta de correlacion entre modulacion de CD20 y marcadores fenotipicos/de prondstico de
CLL. a) Correlacion entre modulacion y factores conocidos de prondstico de CLL: fueron fenotipados casos de CLL
para el estado mutacional del gen IgVH, expresion de Zap-70 y CD38, y fueron realizados ensayos de internalizacion
en estas muestras para evaluar la modulacion tal como en la figura 1a). Se realizd la correlacion entre cada
caracteristica de prondstico y la modulacion de CD20 mediante el analisis de correlacion de Spearman. No se vio
una correlaciéon con cada factor de pronéstico (p>0,05). b) De manera similar, fueron evaluados el estatus de slg, la
capacidad de las células para provocar flujo de calcio y la viabilidad de las células de CLL, y comparados con la
modulaciéon de CD20. Una vez mas no se vio una correlacion. c) se evalu6 la expresion de CD20 de las células de
CLL mediante FACS usando Ritux-488, y se comparé con la modulacién de CD20. Fue vista una correlacion débil
(valor r de Spearman -0,34, p=0,038). El analisis subsiguiente usando regresiéon multivariada de expresion de CD20
y FcyRIIb frente a la modulacién de CD20 mostré que la correlacion débil con CD20 no fue significativa (p=0,638). d)
la expresion slg de casos de CLL IgM-positivos fueron determinados mediante FACS vy el nivel de expresion
comparado con la modulaciéon de CD20. No se encontrd una correlacion (p>0,05). e) Se cultivaron casos de CLL con
Rit m2a-488 durante 2 h y se realiz6 el ensayo de internalizacion tal como en la figura 1a). Dentro de un caso
sencillo de CLL se vio variacion en la expresion de CD38. Los graficos de FACS muestran muestras antes de la
extincion (izquierda) y pos-extincion (derecha). Los histogramas correspondientes resaltan que las células de
CD38*¢ y CD38"¢ dentro de una sola muestra modularon a la misma velocidad. Las células de CD38*¢ y CD38¢
se representan mediante picos solidos y huecos, respectivamente. Estos resultados son representativos de 3 casos
diferentes.
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Figura 2. Modulacién es un procedimiento dependiente de Fc. A) El ensayo de internalizacion descrito en 1a) fue
repetido después de cultivar células de CLL durante 6 h con fragmentos etiquetados Alexa-488 de rituximab; Fab’,
F(ab’); y IgG. Los datos representan los niveles medios de modulacion +/- SD para 3 muestras diferentes de CLL. B)
Fueron cultivadas células de CLL con Tosit-488, Ritux-488 +/- AT10 y Rit m2a-488 tal como en 1a) durante 2 y 6 h.
Se muestra promedio +/- modulaciéon de 6 diferentes muestras de CLL. La adicion de mAb anti-FcyRIl AT10, a
rituximab, redujo la modulacién de CD20 a niveles similares a Rit m2a, mientras que la adicion de AT10 a Rit m2a no
hizo una diferencia significativa a la modulacion. C) Fue tefiida una variedad de muestras de células B, normales y
malignas para expresion de FcyRIlIb con AT10-PE. El histograma muestra la diversidad de expresion de FcyRIIb en
3 diferentes casos de CLL, lo cual representa agentes de expresién nominales altos (linea negra), medios (linea gris
oscuro) y bajos (linea gris claro). La grafica de dispersion muestra diferencias en la expresion de FcyRIIb a través de
células B sanas, CLL, SLL, MCL, FL y SLBCL. La expresion de FcyRIlb fue expresada como una proporcion de
FcyRIIb: control de isotipo Geo MFI para controlar pequefas diferencias debido a la variacion inter-experimental. Los
valores medianos se muestran. D) Fue graficada la expresion de FcyRIIb frente a la modulacion de CD20 a través de
todos los subtipos de NHL y células B normales (obtenidas del ensayo de internalizacion que fue descrito en 1A) y
co-cultivadas con Ritux-488 durante 6 h). Se realiz6 un analisis usando una correlacion de Spearman suponiendo
una distribucién no-paramétrica. Fue demostrada una fuerte correlacion. Valor r de Spearman = -0,74, 95 % de
intervalo de confianza entre -0,83 y -0,61 y p<0,0001.

Figura 3. La expresion de FcyRIllb es un gran determinante de modulacion de CD20. A) las células de Ramos
transfectadas con FcyRIIb fueron clasificados para expresar niveles bajo, medio y alto de FcyRIIb y evaluados en el
ensayo de internalizacion usando Tosit-488 y Ritux-488 en el punto de tiempo de 6 h junto a células transfectadas
por imitacién. Las barras representan valores medios +/- SD de experimentos independientes. Los valores de Geo
MFI para expresion de FcyRIIb de las células clasificadas se listan a la derecha. B) El ensayo de internalizacion fue
repetido usando Tosit-488 y Ritux-488 en células normales de Ramos, células Rx3 (las cuales carecen de expresion
de BCR), células Rx3 transfectadas por imitacion y células Rx3 transfectadas por FcyRIIb siguiendo una incubacion
de 6 horas. Los puntos de datos de 5 experimentos independientes se muestran junto con el valor mediano.

Figura 4. La co-ligacion de CD20 y FcyRIlb ocurre de manera predominante de una manera cis y conduce a la
activacion de FcyRIIb. A) Las células de Raiji fueron cultivadas con el mAb especificado (10 pg /ml) durante 2 h a 37
°C antes de cosecha, lisis e inmunoblotting subsiguiente para FcyRIlb fosforilado. B) Panel izquierdo; células de
Ramos etiquetadas con PKH26 (FcyRIIb-ve, R1) fueron mezcladas 1:1 con transfectantes de Ramos que expresan
FcyRIIb clasificados (R2) (descritas en la figura 3A). Panel derecho; modulacién de CD20 en células de FcyRIIb™® y
FcyRIIb*® después del cultivo con Ritux-488 durante 6 h. Como controles, ambas poblaciones también fueron
cultivadas solas. Los datos representan los niveles medios de modulacién +/- SD a partir de 3 experimentos
independientes. C) en un experimento similar, una CLL que expresa FcyRIIb bajo fue etiquetada con PKH26, luego
mezclada 1:1 con una CLL que expresa FcyRIlb mas alto. El experimento fue realizado tres veces, cada vez con una
CLL que expresa FcyRIIb alto diferente. Los niveles de FcyRIlb (Geo MFI) fueron de 42 (bajo) y 275,306 y 165 para
los agentes de alta expresion. El ensayo de internalizacion se realizé luego como en 4B. Los datos representan los
niveles medios de modulacion +/- SD. D) Fueron cultivadas diferentes muestras de CLL con Ritux-488 durante 6 h a
20, 4y 1 x 10° células/ml, y el ensayo de internalizacion fue realizado a 6 horas tal como antes. E) Fueron cultivadas
células de Raji a 20, 4, y 1 x 105 células/ml con el mAb especificado (10 ug /ml) durante 2 h a 37 °C. Fueron
capturadas imagenes usando un microscopio de campo claro para demostrar las diferencias en la proximidad de la
célula. Luego, las células se cosecharon y se evaluaron mediante inmunoblotting para FcyRIIb fosforilado, tal como
se describe en 4A.

Figura 5. Rituximab, CD20 y FcyRIIb se internalizan juntos en lisosomas. A) Fueron incubadas células de CLL con
cualquiera de Tosit-488 o Ritux-488 durante 2 h y luego tefidas con anti-CD19-APC y AT10-PE. Los datos muestran
el promedio +/1 SD para expresion de FcyRIlb como un % de no tratadas (n+6 muestras de CLL). Expresion de
FcyRIIb después de Ritux-488 fue significativamente mas baja que después de Tosit-488, * p<0,05. B) Células de
CLL fueron lavadas, fijadas y permeabilizadas antes de tefir con AT10-647 (azul), lavado y analisis con microscopia
confocal. Esta imagen representa el patrén de tefiido de FcyRIIb en células no estimuladas. C) La misma muestra de
CLL fue cultivada con Ritux-488 durante 30 min, luego tratada tal como se describe en 5b). Las células en este
punto del tiempo mostraron co-localizaciéon obvia entre Ritux-488 (verde) con AT10-647 (azul). D) Las células de CLL
fueron incubadas con Tosit-488 por 6 h antes de la preparacion para la microscopia tal como en 5B. Adicionalmente,
también fueron tefidas las células con LAMP-1 biotinilado y estreptavidina-546 (rojo) para tefir por lisosomas. Tosit-
488 se mantuvo uniformemente sobre la superficie y el tefiido de AT10-647 no fue modificado a partir de la linea de
base vista en 5B. No hubo co-localizacién con LAMP-1. E) Las células de CLL fueron tratadas con Ritux-488 por 6 h
y evaluadas tal como en 5D). Aqui se muestran dos células representativas. La célula superior muestra co-
localizacion inequivoca entre Ritux-488 y AT10-647, pero no co-localizacion con LAMP-1. La célula de fondo
muestra co-localizacion de todos los tres fluorocromos. En cada caso, la imagen de campo claro (BF) es mostrada
desde la misma célula. Las barras de la escala representan 5 um.

Figura 6. La carencia de receptor inhibidor aumenta la capacidad de agotamiento de mAb anti-CD20. Ratones Tg de
hCD20 (WT) o ratones Tg de hCD20 que carecen de CD32 (CD32KO) fueron tratados con variantes de rituximab
que albergan raton IgG1 (m1) o ratén IgG2a (m2a); 250 mg iv y luego agotamiento de células B monitoreado por
citometria de flujo durante 90 dias mediante sangrado en serie de los ratones y tinturado con B220 y CD 19 mAb.
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Figura 7. Bloqueo del receptor inhibidor CD32b (FcyRIIb) aumenta la eficacia de mAb anti-CD20 en un sistema
humano de xenoinjerto. Células tumorales humanas CD20 positivas (Daudi o Raiji) fueron inoculadas en ratones
SCID y luego tratadas con cualquiera de rituximab, AT10 o con ambos y fue monitoreada la supervivencia de los
ratones o el crecimiento tumoral. Las dosis de mAb usado se muestran en las leyendas de la figura. En A) fueron
inoculadas células de Daudi subcutaneamente y el tumor fue monitoreado mediante mediciones con calibrador cada
305 dias. En B) y C) las células de Raji fueron inoculadas por via intravenosa.

Figura 8. Fagocitosis mejorada de células de CLL tratadas con rituximab mediante co-incubacién con un mAb que
bloquea FcyRIl. Los monocitos fueron derivados de voluntarios sanos y diferenciados en macrofagos con M-CSF en
una placa de 6 pozos por un periodo minimo de 7 dias antes de su uso. Luego los macréfagos fueron cosechados y
se permitio que se adhirieran en una placa de 96 pozos a 5 x 10° células/pozo por un minimo de 2 horas antes de la
adicion de células de CLL etiquetadas con CFSE. Las células de CLL etiquetadas con CSFE no fueron tratadas u
opsonizadas con 10 pg /ml de rituximab (ritux) y el mAb AT10 (fab’), que bloquea FcyRIIb durante ya sea 15 minutos
0 6 horas antes de lavar dos veces y adicionar a macréfagos (proporcion 1:1) por al menos 30 minutos. F(ab),-APC
anti-CD16 (5 pg /ml) se adiciond luego a cada pozo durante 15 minutos a temperatura ambiente (RT) para tefiir
macrofagos y luego los pozos se lavaron una vez con lavado de Facs (PBS BSA azida) a RT. Luego se adiciono
lavado FACS helado y la placa incubadas sobre hielo durante 10 minutos antes de cosechar para analisis mediante
Facs. % de macrofagos doble positivos representan % de células CD16+CFSE+ positivas, expresadas como un total
de % de células CD16+. N=3 replicados, la linea representa el promedio. Los datos muestran claramente que la
fagocitosis de células de CLL es mas alta cuando ha sido adicionado el rituximab solamente por 15 minutos, en
comparacion con 6 h. Esta reduccién en la eficacia se asocia con la modulacién del rituximab de la superficie celular
y puede reversarse mediante tratamiento con el mAb AT10 que bloquea FcyRIIb. De manera importante, el mAb de
FcyRIIb se adiciona solamente a las células de CLL y de esta manera no tiene efecto en los macréfagos mismos.
Ademas, solamente se usan fragmentos Fab2 de AT10 y por lo tanto no puede ocurrir una fagocitosis incrementada
como resultado en mas mAb que se enlaza a la superficie celular de CLL. Esta conclusién también se apoya por la
observacion de que no se observa incremento en fagocitosis siguiente a la incubacion por sélo 15 minutos (un
tiempo en el cual habria ocurrido muy poca modulacién de rituximab).

Figura 9. Expresion de FcyRIIb mediante IHC. Los tejidos incrustados en parafina fueron tefiidos para expresion de
FcyRIIb usando mAb especifico anti-CD32b, EP888Y. Se muestran las imagenes de 4 diferentes pacientes con FL
(x40 de magnificacion total, y x150 de magnificacion insertada). También fue examinada la expresion de FcyRIllb
mediante citometria de flujo tifiendo y haciendo coincidir células viables con AT10-PE. Se muestra la expresion de
FcyRIIb obtenida mediante citometria de flujo en la esquina superior izquierda de cada imagen.

Figura 10. Los niveles de FcyRIIb predicen el resultado clinico en pacientes con MCL tratados con rituximab. Como
demostracion conceptual de nuestros hallazgos in vitro, examinamos de modo retrospectivo la expresiéon de FcyRIIb
de un grupo de pacientes con MCL que habian recibido rituximab. El tejido de diagnéstico, incrustado en parafina,
fue tefiido mediante inmunohistoquimica usando un mAb especifico de FcyRlIIb (Figura 11). Fue visto un tefiido de
membrana fuerte en FcyRIlb**® pero no muestras de linfoma de FcyRIIb®. El tefiido de FcyRllb mostrado en las
figuras 10a y b mediante IHC fue correlacionado con la expresion de FcyRIIb mostrada mediante citometria de flujo,
tal como se muestra en la figura 2D (con el valor determinado mediante citometria de flujo en 2D mostrado como el
numero incrustado en las figuras 10a y b). Estos resultados fueron correlacionados con la expresion de FcyRIIb de
muestras correspondientes congeladas con DMSO, obtenidas mediante citometria de flujo (Fig. 2C, valores
insertados). A pesar de estudiar solamente un pequefio grupo de 16 pacientes con MCL, los pacientes con linfoma
de FcyRIIb-ve tuvieron una supervivencia libre de progreso mediano significativamente mejor que aquellos con
células de FcyRIllb+ve (mediana de 852 y 189 dias, respectivamente). La figura 10c muestra las diferencias en
supervivencia en los subconjuntos FcyRIlb + y -. Los grupos fueron comparables en términos de caracteristicas
clinicas (indice de prondstico internacional de MCL, no se muestran datos), pero hubo heterogeneidad en tipos de
quimioterapia usados. Con el fin de abordar esto, examinamos los resultados en aquellos pacientes tratados con
cualquiera de un agente Unico rituximab o fludarabina, ciclofosfamida y rituximab (FCR) para terapia inicial, y fueron
observados resultados similares. La figura 10d muestra las diferencias en supervivencia en los subconjuntos de
FcyRIIb + y -después que los grupos de pacientes siguieron siendo controlados, tal como se discutio.

Figura 11. Confirmacion de especificidad de mAb anti-FcyRIlb usados en inmunohistoquimica

Las células de Ramos transfectadas por FcyRlla y FcyRIIb fueron cito-giradas incrustadas en parafina. La
inmunohistoquimica que usa mAb para FcyRIlb humano demostré un fuerte tefiido de membrana en Ramos
transfectadas por FcyRlIIb pero no un tefiido en células transfectadas por FcyRlla.

Figura 12. Clones especificos de CD32B inhiben internalizacién de rituximab

Capacidad de mAb anti-CD32b para bloquear la modulacion de rituximab. El eje Y axis muestra CD20 accesible en
la superficie ( %). Rituximab-alexa 488 fue adicionado a o células de Ramos transfectadas con CD32B en presencia
o ausencia de diferente mAb que bloquea CD32b (WT o mutantes 297Q (nq)) y modulacién evaluada después de 1,
2, 6 y 24h. Como un control de la capacidad de bloqueo de mAb de CD32 también incluimos el mAb de CD32 ay b
especifico dual, AT10 (fragmentos de IgG y Fab2 (Fab)), junto con un control negativo; el isotipo coincidié con mAb
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irrelevante (iso wt o nq). Finalmente, B1 etiquetado con ALEXa 488 fue incluido como un mAb de control que no
modula rapidamente. Los datos claramente indican que todos los 3 mAb de nCoDeR® (C1, C11 y C13) son capaces
de bloquear la modulacién de rituximab cualquiera de los formatos wt o 297g. En particular el mAb C11 fue
extremadamente efectivo.

Figura 13. Capacidad de mAb anti-CD32b para bloquear la modulacién de rituximab. Todos los 13 mAb (nq) y C11
como un wt Rituximab-alexa 488 fueron adicionados en células de Ramos, transfectadas con CD32B en presencia o
ausencia de diferentes mAb que bloquean CD32b (mutantes de WT o 297Q) y modulacion evaluada después de 1,
2, 6y 24h. El eje Y muestra CD20 accesible en superficie (%). Como un control para la capacidad de bloqueo de
mAb de CD32 también incluimos mAb especificos de CD32a y b duales, AT10 (fragmentos de IgG y Fab2 (Fab)),
junto con un control negativo; el isotipo coincidi6 con mAb irrelevante (iso wt o nq). Finalmente, fue incluido B1
etiquetado con ALEXa 488 como un mAb de control que no modula rapidamente. Adicionalmente, las células de
Ramos CD32 negativas de control fueron incluidas para permitir la estimacion del efecto maximo del mAb que
bloquea CD32. Los datos indican claramente que toda la mayoria de mAb nCoDeR® eran capaces de bloquear la
modulacién de rituximab. En particular, los mAb C10 y C11 fueron extremadamente efectivos y emparejados para
bloquear la modulacién casi completamente incluso a las 24 horas.

Figura 14A. Correlacion entre afinidad y la capacidad de mAb que bloquea ant-CD32b) la fosforilacion de CD32b
después de enlace de rituximab.

La afinidad relativa del mAb fue determinada mediante un experimento de titulacion de dosis que mide el enlace de
mAb a células de CHO transfectadas con CD32B. Brevemente, las células K1 de CHO transfectadas con CD32B
fueron sembradas en placas de FMAT. Fueron tituladas IgG en diluciones de 1:2 desde 30nM hasta
aproximadamente 0,015nM y se dejaron para que enlazaran durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de
lavar se detectaron IgG enlazados con anti-humano-IgG-APC. Finalmente, las placas fueron lavadas y leidas en el
FMAT (Applied Biosystems). Esto dio un valor de EC50 para enlace de mAb a células diana de expresion y puede
traducirse a una afinidad relativa. Esta afinidad relativa fue correlacionada luego con la capacidad de mAb de
bloqgueo de anti-CD32b para impedir la fosforilacion de CD32b después del enlace de rituximab. Esto fue
determinado mediante células estimulantes con rituximab en presencia o ausencia de mAb anti-CD32b y
desarrollando luego transferencia Western para fosfo-CD32b. Los mAb de CD32b fueron clasificados de acuerdo
con su capacidad para bloquear la fosforilacion de CD32, donde 1 era el mas efectivo. Hubo evidentemente una
correlacion cercana entre la afinidad del mAb y la capacidad de bloquear la fosforilaciéon de CD32b.

Figura 14B. Correlacién entre afinidad y capacidad de mAb que bloquea anti-CD32b para impedir la modulacion de
rituximab.

La correlacion entre afinidad del mAb que bloquea ant-CD32b y la capacidad para impedir la modulacién de
rituximab. La afinidad relativa del mAb fue determinada mediante un experimento de titulacién de dosis que mide el
enlace de mAb a células de CHO transfectadas por CD32B. Brevemente, las células de CHO K1 adherentes,
transfectadas por CD32B fueron sembradas en placas de FMAT. Fueron titulados IgG en diluciones de 1:2 desde
30nM a aproximadamente 0,015nM y dejados para enlazarse durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de
lavar IgG enlazado, fueron detectados con anti-humano-IgG-APC. Finalmente, las placas fueron lavadas y leidas en
el FMAT (Applied Biosystems). Esto dio un valor de EC50 para enlace de mAb a células de expresion diana y pudo
traducirse a una afinidad relativa. Esta afinidad relativa fue correlacionada luego con la capacidad de bloqueo de ant-
CD32b para impedir la modulacién de rituximab sobre células de Ramos transfectadas por CD32b (mostradas en la
figura previa). Hubo evidentemente una fuerte correlacion entre la afinidad del mAb y la capacidad para bloquear
modulacién de rituximab. Estos datos confirman el papel central de CD32B al acelerar la modulacién de rituximab
desde la superficie de la célula diana.

Figura 15. Segun como es mediado por el clon 1. Enlace dependiente de dosis a células transfectadas por hCD32B
y enlace dependiente de dosis y la inhibicién del complejo inmune a células transfectadas por hCD32B.

Los circulos muestran enlace dependiente de dosis a células de CHO K1 transfectadas por hCD32A y los diamantes
negros muestran enlace dependiente a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Las cruces muestran
inhibicion dependiente de dosis del complejo inmune a células CHO K1 transfectadas por hCD32B. Segun como es
mediado por el clon 1. Las células fueron sembradas en placas de FMAT. Fueron preparados complejos inmunes
recubriendo FITC sobre BSA y después mezclando esto con una proporciéon molar de 10:1 con un anticuerpo higG1
FITC-especifico. La intensidad total refleja el enlace; mientras mas alta sea la intensidad, mas alto el enlace. El
enlace es cualquiera de un complejo inmune (IC) o de mAb.

Figura 16. Segun como es mediado por el clon 2. Enlace dependiente de dosis a células transfectadas por hCD32B
e enlace dependiente de dosis e inhibicién de complejo inmune a células transfectadas por hCD32B.

Los circulos muestran enlace dependiendo de dosis a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Las cruces

muestran inhibicién dependiente de dosis de complejo inmune a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B.
Segun como es mediado por el clon 2. Las células fueron sembradas en placas de FMAT. Los complejos inmunes
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fueron preparados recubriendo FITC sobre BSA y después mezclando esto con una proporcion molar de 10:1 con un
anticuerpo higG1 especifico de FITC. La intensidad total refleja enlace; mientras mas alta la intensidad, mas alto el
enlace. El enlace es cualquiera de un complejo inmune (IC) o de mAb.

Figura 17. Segun como es mediado por el clon 3. Enlace dependiente de dosis a células transfectadas por hCD32B
y enlace dependiendo de dosis e inhibicion de complejo inmune a células transfectadas por hCD32B.

Los circulos muestran enlace dependiente de dosis a células de CHO K1 transfectadas por hCD32A y los diamantes
negros muestran enlace dependiente a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Las cruces muestran
inhibicién dependiente de dosis de complejo inmune a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Segun como
es mediado por el clon 3. Las células fueron sembradas en placas de FMAT. Los complejos inmunes fueron
preparados recubriendo FITC sobre BSA y después mezclando esto con una proporcién molar de 10:1 con un
anticuerpo hlgG1 FITC especifico. La intensidad total refleja enlace; mientras mas alta la intensidad, mas alto el
enlace. El enlace es cualquiera de un complejo immune (IC) o de mAb.

Figura 18. Segun como es mediado por el clon 4. Enlace dependiente de dosis a células transfectadas por hCD32B
y enlace dependiente de dosis e inhibicion de complejo inmune a células transfectadas por hCD32B. Los circulos
muestran enlace dependiente de dosis a células de CHO K1 transfectadas por hCD32A y los diamantes negros
muestran enlace dependiente a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Las cruces muestran inhibicion
dependiente de dosis de complejo inmune a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Segiun como es
mediado por el clon 4. Las células fueron sembradas en placas de FMAT. Los complejos inmunes fueron preparados
recubriendo FITC sobre BSA y después mezclando esto con una proporcién molar de 10:1 molar ratio con un
anticuerpo hilgG1 FITC especifico. La intensidad total refleja enlace, mientras mas alta la intensidad, mas alto el
enlace. El enlace es cualquiera de un complejo inmune (IC) o de mAb.

Figura 19. Segun como es mediado por el clon 5. Enlace dependiente de dosis a células transfectadas por hCD32B
y enlace dependiente de dosis e inhibicion de complejo inmune a células transfectadas por hCD32B. Los circulos
muestran enlace dependiente de dosis a células de CHO K1 transfectadas por hCD32A y los diamantes negros
muestran enlace dependiente a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Las cruces muestran inhibicion
dependiente de dosis de complejo inmune a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Segiun como es
mediado por el clon 5. Las células fueron sembradas en placas de FMAT. Los complejos inmunes fueron preparados
recubriendo FITC sobre BSA y después mezclando esto con una proporciéon molar de 10:1 con un anticuerpo higG1
FITC especifico. La intensidad total refleja enlace, mientras mas alta la intensidad, mas alto el enlace. El enlace es
cualquiera de un complejo inmune (IC) o de mAb.

Figura 20. Segun como es mediado por el clon 6. Enlace dependiente de dosis a células transfectadas por hCD32B
y enlace dependiente de dosis e inhibicion de complejo inmune a células transfectadas por hCD32B. Los circulos
muestran enlace dependiente de dosis a células de CHO K1 transfectadas por hCD32A y los diamantes negros
muestran enlace dependiente a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Las cruces muestran inhibicion
dependiente de dosis de complejo inmune a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Segiun como es
mediado por el clon 6. Las células fueron sembradas en placas de FMAT. Los complejos inmunes fueron preparados
recubriendo FITC sobre BSA y después mezclando esto con una proporciéon molar de 10:1 con un anticuerpo higG1
FITC especifico. La intensidad total refleja enlace, mientras mas alta la intensidad, mas alto el enlace. El enlace es
cualquiera de un complejo inmune (IC) o mAb’s.

Figura 21. Segun como es mediado por el clon 7. Enlace dependiente de dosis a células transfectadas por hCD32B
y enlace dependiente de dosis e inhibicion de complejo inmune a células transfectadas por hCD32B. Los circulos
muestran enlace dependiente de dosis a células de CHO K1 transfectadas por hCD32A y los diamantes negros
muestran enlace dependiente a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Las cruces muestran inhibicion
dependiente de dosis de complejo inmune a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Segiun como es
mediado por el clon 7. Las células fueron sembradas en placas de FMAT. Los complejos inmunes fueron preparados
recubriendo FITC sobre BSA y después mezclando esto con una proporciéon molar de 10:1 con un anticuerpo higG1
FITC especifico. La intensidad total refleja enlace, mientras mas alta la intensidad, mas alto el enlace. El enlace es
cualquiera de un complejo inmune (IC) o de mAb.

Figura 22. Segun como es mediado por el clon 8. Enlace dependiente de dosis a células transfectadas por hCD32B
y enlace dependiente de dosis e inhibicién de complejo inmune a células transfectadas por hCD32B.

Los circulos muestran enlace dependiente de dosis a células de CHO K1 transfectadas por hCD32A y los diamantes
negros muestran enlace dependiente a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Las cruces muestran
inhibicién dependiente de dosis de complejo inmune a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Segun como
es mediado por el clon 8. Las células fueron sembradas en placas de FMAT. Los complejos inmunes fueron
preparados recubriendo FITC sobre BSA y después mezclando esto con una proporcién molar de 10:1 con un
anticuerpo hilgG1 FITC especifico. La intensidad total refleja enlace, mientras mas alta la intensidad, mas alto el
enlace. El enlace es cualquiera de un complejo inmune (IC) o de mAb.
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Figura 23. Segun como es mediado por el clon 9. Enlace dependiente de dosis a células transfectadas por hCD32B
y enlace dependiente de dosis e inhibicién de complejo inmune a células transfectadas por hCD32B.

Los circulos muestran enlace dependiente de dosis a células de CHO K1 transfectadas por hCD32A y los diamantes
negros muestran enlace dependiente a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Las cruces muestran
inhibicién dependiente de dosis de complejo inmune a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Segun como
es mediado por el clon 9. Las células fueron sembradas en placas de FMAT. Los complejos inmunes fueron
preparados recubriendo FITC sobre BSA y después mezclando esto con una proporcién molar de 10:1 molar ratio
con un anticuerpo higG1 FITC especifico. La intensidad total refleja enlace, mientras mas alta la intensidad, mas alto
el enlace. El enlace es cualquiera de un complejo inmune (IC) o de mAb.

Figura 24. Segin como es mediado por el clon 10. Enlace dependiente de dosis a células transfectadas por
hCD32B y enlace dependiente de dosis e inhibicion de complejo inmune a células transfectadas por hCD32B.

Los circulos muestran enlace dependiente de dosis a células de CHO K1 transfectadas por hCD32A y los diamantes
negros muestran enlace dependiente a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Las cruces muestran
inhibicién dependiente de dosis de complejo inmune a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Segun como
es mediado por el clon 10. Las células fueron sembradas en placas de FMAT. Los complejos inmunes fueron
preparados recubriendo FITC sobre BSA y después mezclando esto con una proporcién molar de 10:1 con un
anticuerpo hilgG1 FITC especifico. La intensidad total refleja enlace, mientras mas alta la intensidad, mas alto el
enlace. El enlace es cualquiera de complejo inmune (IC) o de mAb.

Figura 25. Segin como es mediado por el clon 11. Enlace dependiente de dosis a células transfectadas por
hCD32B y enlace dependiente de dosis e inhibiciéon de complejo inmune a células transfectadas por hCD32B.

Los circulos muestran enlace dependiente de dosis a células de CHO K1 transfectadas por hCD32A y los diamantes
negros muestran enlace dependiente a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Las cruces muestran
inhibicién dependiente de dosis de complejo inmune a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Segun como
es mediado por el clon 11. Las células fueron sembradas en placas de FMAT. Los complejos inmunes fueron
preparados recubriendo FITC sobre BSA y después mezclando esto con una proporcién molar de 10:1 con un
anticuerpo hilgG1 FITC especifico. La intensidad total refleja enlace, mientras mas alta la intensidad, mas alto el
enlace. El enlace es cualquiera de complejo inmune (IC) o de mAb.

Figura 26. Segin como es mediado por el clon 12. Enlace dependiente de dosis a células transfectadas por
hCD32B y enlace dependiente de dosis e inhibiciéon de complejo inmune a células transfectadas por hCD32B.

Los circulos muestran enlace dependiente de dosis a células de CHO K1 transfectadas por hCD32A y los diamantes
negros muestran enlace dependiente a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Las cruces muestran
inhibicién dependiente de dosis de complejo inmune a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Segun como
es mediado por el clon 12. Las células fueron sembradas en placas de FMAT. Los complejos inmunes fueron
preparados recubriendo FITC sobre BSA y después mezclando esto con una proporcién molar de 10:1 con un
anticuerpo hilgG1 FITC especifico. La intensidad total refleja enlace, mientras mas alta la intensidad, mas alto el
enlace. El enlace es cualquiera de complejo inmune (IC) o de mAb.

Figura 27. Segin como es mediado por el clon 13. Enlace dependiente de dosis a células transfectadas por
hCD32B y enlace dependiente de dosis e inhibicion de complejo inmune a células transfectadas por hCD32B.

Los circulos muestran enlace dependiente de dosis a células de CHO K1 transfectadas por hCD32A y los diamantes
negros muestran enlace dependiente a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Las cruces muestran
inhibicién dependiente de dosis de complejo inmune a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Segun como
es mediado por el clon 13. Las células fueron sembradas en placas de FMAT. Los complejos inmunes fueron
preparados recubriendo FITC sobre BSA y después mezclando esto con una proporcién molar de 10:1 con un
anticuerpo hilgG1 FITC especifico. La intensidad total refleja enlace, mientras mas alta la intensidad, mas alto el
enlace. El enlace es cualquiera de complejo inmune (IC) o de mAb.

Figura 28. Muestra especificidad celular de los anticuerpos anti-CD32B.

PBMCs aisladas de sangre periférica fueron preparadas usando gradiente de densidad de Ficoll. Las células fueron
tefidas con marcadores especificos celulares y evaluadas para enlace de los anticuerpos especificos de CD32B. Tal
como se muestra en la figura, solamente células B (CD 19+ células) fueron tefidas positivas con clon 1-13.

Figura 29. Tefido dependiente de dosis de B células por el clon 1-13.

PBMCs aisladas de sangre periférica fueron preparadas usando gradiente de densidad de Ficoll. Las células fueron

tefidas con CD 19 y después con 10, 1 o 0,1 mg/ml de anticuerpos CD32B especificos, tal como se indica. En esta
figura, han sido descartadas células B (conocidas por expresar CD32B) usando un mAb CD19. Esta salida se llama
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"M1". Cuando se disminuye la concentraciéon de mAb de CD32B, la cantidad de células B tefiidas cae desde cerca
del 100 % a valores mucho mas bajos, lo cual muestra un tefiido de células B especifico y dependiente de dosis,
segun se espera de un mAb CD32B especifico.

Figura 30. Capacidad de cada mAb para inhibir fosforilacion de CD32B mediada por Fc.

Las células de Raiji (CD32B positivas) fueron tratadas con Rituximab (Rit), lo cual causo la fosforilacion de CD32B.
Esto fue hecho en ausencia o en presencia de mAb especifico de CD32B, 1-13, y la figura demuestra cada
capacidad de mAb de inhibir fosforilacion de CD32B mediada por Fc. "TUB" = control de tubulina.

Figura 31. El efecto de CD32b en la velocidad de modulacién de mAb anti-CD20 de tipo I.

La capacidad de CD32b de precipitar la internalizacién de otro mAb anti-CD20 de tipo I. Versiones etiquetadas con
Alexa-488 de cada mAb fueron incubadas con células de Ramos transfectadas por pCDNA3 o células de Ramos
transfectadas por CD32B por 1 0 6 hr y el alcance de la modulacién fue determinada como antes. Los mAbs usados
fueron rituximab (RTX), ofatumumab producido en las propias instalaciones (OFA) y tositumumomab (Tos). Los
datos muestran claramente que la velocidad de internalizacién de OFA es similar a la de RTX y se acelera por la
presencia de CD32b.

Figura 32. mAb anti-CD19 también se internaliza desde la superficie celular de células B humanas maligno de una
manera que es parcialmente dependiente de CD32B.

Transfectantes huCD32b de Ramos. La internalizacidon con otros antigenos de superficie también puede efectuarse
mediante expresion de CD32b. El ensayo de modulacion fue realizado como antes, con diferente mAb en presencia
(+) o ausencia (-) de bloqueo de CD32 con AT10. Fueron usados transfectantes de CD32B de Ramos en este 6°
ensayo. * p < 0,05. f3.3 = MHC Clase Il; RFB9 = CD 19; RTX = rituximab. Si el mAb permanece en la superficie de la
célula, puede extinguirse. Si se internaliza, no puede distinguirse. Mientras mas bajo el % de extincién, mas alto es
el nivel de internalizacion. Los datos muestran claramente una reduccion significativa en la modulacion superficial
para mAb de RTX y RFB9, y menos de una reduccion para mAb de F3.3, después de incubaciéon con bloqueo de
CD32. Estos datos indican que los antigenos diana tales como CD 19 también pueden internalizarse desde la
superficie celular de células B humanas malignas de una manera que es parcialmente dependiente de CD32B y
puede bloquearse por parte de mAb anti-CD32b.

Figura 33. La internalizacion con otros antigenos de superficie también puede efectuarse mediante expresion de
CD32b. Las versiones etiquetadas con Alexa-488 de cada mAb fueron incubadas con células de Ramos
transfectadas por pCDNA3 o células de Ramos transfectadas CD32B por 24h y el alcance de la modulacion fue
determinado como antes. * = p<0,05. El eje y muestra modulacion/internalizacién o antigeno accesible en superficie
( %). La figura muestra esto porque la cantidad de internalizacion/modulacién se incrementa en la presencia de
huCD32b. Notese que tanto para mAb anti-CD19 como para mAb anti-CD40 a un decrecimiento estadisticamente
significativo (*, p <0,05) en el antigeno de superficie celular en presencia de CD32b.

Figura 34. Secuencias de aminoacidos de las regiones constantes de los 14 clones de anticuerpo dirigido contra
CD32B humano en el formato de IgG1-A. Se muestran secuencias de aminoacidos de las regiones de IgG1-CH y A-
CL.

Figura 35. Secuencias de aminoacidos de las regiones variables del clon 1 de anticuerpo dirigido contra CD32B
humano.

Se muestran secuencias de aminoacidos para las regiones de VH y VL. Las secuencias de CDR etiquetadas se
indican como secuencias en una caja, separadas por las regiones de marco etiquetadas.

Figura 36. Secuencias de aminoacidos de las regiones variables del clon 2 de anticuerpo dirigido contra CD32B
humano.

Se muestran secuencias de aminoacidos para las regiones de VH y VL. Las secuencias en una caja representan las
secuencias de CDR.

Figura 37. Secuencias de aminoacidos de las regiones variables del clon 3 de anticuerpo dirigido contra CD32B
humano.

Se muestran secuencias de aminoacidos para las regiones de VH y VL. Las secuencias en una caja representan las
secuencias de CDR.

Figura 38. Secuencias de aminoacidos de las regiones variables de clon 4 de anticuerpo dirigido contra CD32B
humano.
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Se muestran secuencias de aminoacidos para las regiones de VH y VL. Las secuencias en una caja representan las
secuencias de CDR.

Figura 39. Secuencias de aminoacidos de las regiones variables de clon 5 de anticuerpo dirigido contra CD32B
humano.

Se muestran secuencias de aminoacidos para las regiones de VH y VL regions. Las secuencias en una caja
representan las secuencias de CDR.

Figura 40. Secuencias de aminoacidos de las regiones variables de clon 6 de anticuerpo dirigido contra CD32B
humano.

Se muestran secuencias de aminoacidos para las regiones de VH y VL. Las secuencias en una caja representan las
secuencias de CDR.

Figura 41. Secuencias de aminoacidos de las regiones variables de clon 7 de anticuerpo dirigido contra CD32B
humano.

Se muestran secuencias de aminoacidos para las regiones de VH y VL. Las secuencias en una caja representan las
secuencias de CDR.

Figura 42. Secuencias de aminoacidos de las regiones variables de clon 8 de anticuerpo dirigido contra CD32B
humano.

Se muestran secuencias de aminoacidos para las regiones de VH y VL. Las secuencias en una caja representan las
secuencias de CDR.

Figura 43. Secuencias de aminoacidos de las regiones variables de clon 9 de anticuerpo dirigido contra CD32B
humano.

Se muestran secuencias de aminoacidos para las regiones de VH y VL. Las secuencias en una caja representan las
secuencias de CDR.

Figura 44. Secuencias de aminoacidos de las regiones variables de clon 10 de anticuerpo dirigido contra CD32B
humano. Se muestran secuencias de aminoacidos para las regiones de VH y VL. Las secuencias en una caja
representan las secuencias de CDR.

Figura 45. Secuencias de aminoacidos de las regiones variables de clon 11 de anticuerpo dirigido contra CD32B
humano. Se muestran secuencias de aminoacidos para las regiones de VH y VL. Las secuencias en una caja
representan las secuencias de CDR.

Figura 46. Secuencias de aminoacidos de las regiones variables de clon 12 de anticuerpo dirigido contra CD32B
humano. Se muestran secuencias de aminoacidos para las regiones de VH y VL. Las secuencias en una caja
representan las secuencias de CDR.

Figura 47. Secuencias de aminoacidos de las regiones variables de clon 13 de anticuerpo dirigido contra CD32B
humano. Se muestran secuencias de aminoacidos para las regiones de VH y VL. Las secuencias en una caja
representan las secuencias de CDR.

Ejemplo 1: Modulacion de CD20 en muestras primarias de CLL y de otras NHL

Previamente observamos heterogeneidad en la velocidad y alcance de modulacion de rituximab en un grupo de
muestras de CLL (28). Para validar y extender estos hallazgos hemos incrementado este grupo a un total de 48
muestras de CLL (Figura 1A). Igual que antes, comparamos la capacidad de rituximab y tositumomab (prototipos
clinicamente relevantes de mAb de tipo | y I, respectivamente) para reducir la cantidad de CD20 accesible en la
superficie después de 2, 6 y 24 h (Fig 1A y no se muestran datos). Ademas, también ensayamos ofatumumab
generado en instalaciones propias) (ofatum; tipo I) el cual ha sido aprobado recientemente por FDA para su uso en
CLL con relapso, y una version no glicomodificada de GA101 (GA101gly; tipo Il) que se encuentra actualmente en
desarrollo clinico para una gama de NHL (19). En linea con nuestras observaciones previas, hubo una
heterogeneidad considerable entre las muestras, pero el mAb de tipo | dio lugar significativamente mayor que el mAb
de tipo Il. A las 6 horas, la modulacién en presencia de rituximab estuvo cerca del maximo, entre 18 y 65 %
(mediana de 37 %) del mAb que permanecia accesible en el ensayo de extincion (Figura 1A). De modo consistente
con su naturaleza de tipo |, ofatumumab también dio lugar a un alto grado de modulacién (mediana de 26 %
accesible a las 6 h). En contraste, tositumomab y GA101gly mostraron mucho menos modulacién, con una mediana
de 80 % (intervalo de 61 - 89 %) y 70 % (intervalo de 57-81 %) de mAb enlazado, accesible a las 6 horas,
respectivamente.
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Dentro del grupo de CLL, examinamos un numero de factores conocidos por ser importantes en el diagndstico de
CLL, lo que incluye expresion de ZAP-70 (29, 30), positividad de CD38 (31, 32) y estado de mutacién de genes IgVH
(31, 33, 34). Los resultados (figura complementaria 1A) no mostraron correlacion con ninguno de estos marcadores
de la enfermedad.

Previamente demostramos que a pesar de que cada subtipo de NHL tiene un patrén distinto de modulacion, también
mostraron modulacidon considerable de heterogeneidad de CD20 (28). Para explorar esto aun mas, extendimos la
cantidad de muestras primarias analizadas para que incluyeran 8 voluntarios sanos, 7 SLL, 7 MCL, 11 FLy 7 DLBCL
(Figura 1B). La diferencia en la capacidad de mAb de tipo | y Il para inducir modulacion persistié a través de todos
los sub-tipos histolégicos. También observamos que CD20 en células B de los voluntarios sanos modularon
rapidamente en presencia de rituximab, y también de modo mas uniforme que con las células B malignas, lo que
sugirio que los factores asociados con la malignidad contribuyen a la heterogeneidad observada. La velocidad de
modulacion inducida por rituximab con células de SLL y MCL fue similar a aquella con CLL (Figura 1A), mientras que
para DLBCL y FL la velocidad fue un poco mas lenta (p <0,0001 y 0,0027 respectivamente, al compararse con CLL
de la figura 1A). Sin embargo, en FL si observamos que 2/11 muestras de pacientes modularon rituximab muy
rapidamente, lo que dejo6 niveles apenas detectables de mAb o CD20 después de 6 h de cultivo.

Ejemplo 2: Modulaciéon de CD20 en B-NHL es un procedimiento dependiente de Fc.

Nosotros y otros hemos mostrado previamente que la eficacia de mAb anti-CD20 in vivo es dependiente de Fc (28).
Hemos hecho la hipétesis de que la modulacién, incluso en ausencia de células efectoras también puede ser
dependiente de Fc y probamos esto repitiendo el ensayo de internalizacién con fragmentos de Fab’ y F(ab’), de
rituximab (Figura 2A). Fab’ de rituximab mostré solamente un nivel bajo de modulacién que podria explicarse por la
necesidad de entrecruzamiento bivalente de CD20 o por su baja afinidad a enlace univalente, segin se confirma
mediante ensayos de enlace celular (los datos no se muestran). En contraste, F(ab’)2 y IgG mostraron un perfil de
enlace similar (no se muestran resultados), pero después de 6 horas de cultivo, el fragmento de F(ab’), se habia
modulado significativamente menos (40 % de CD20 accesible en la superficie) que el IgG intacto (20 % CD20
accesible en la superficie). Puesto que los ensayos se realizaron con células B altamente enriquecidas (puras > 95
%), el unico FcR presente en abundancia seria el FcyRIlb inhibitorio. En presencia de un mAb anti-FcyRIl de
bloqueo, AT10, la modulacién con rituximab fue reducida y comparable con fragmentos de F(ab’), de rituximab o Rit
m2a, que se enlazan a FcyRIlb con una afinidad mas baja que rituximab que IgG1 humano (Figura 2B). Como se
esperaba, la co-incubacién con AT10 dio lugar a una influencia muy baja en la modulacién de Rit m2a.

Ejemplo 3: Expresion de FcyRIlb en células B normales y tumores de células B

Dada la posibilidad de que las interacciones de FcyRIIb:Fc pudieran afectar la velocidad de modulaciéon de CD20,
examinamos la expresion de FcyRIIb en células B normales y nuestro panel de tumores de células B primarias. Tal
como se muestra en la figura 2C, hubo una marcada heterogeneidad de expresién de FcyRIlb dentro de cada grupo.
La expresion en células de CLL fue relativamente alta, en un intervalo de 20 a 300 veces sobre el control de isotipo.
DLBCL y la mayor parte de FL mostré una baja expresion de FcyRIIb. Dos casos de FL mostraron una expresion
muy alta de FcyRIlb, y de modo impresionante, estos fueron los mismos dos casos que habiamos observado
previamente que modulaban de modo extremadamente rapido. MCL y SLL expresaron un nivel intermedio aunque
heterogéneo de FcyRIIb (Figura 2C), nuevamente consistente con hallazgos previos (21).

Ejemplo 4: Expresion de FcyRIIb regula la modulacion de CD20

En total, estos hallazgos sugirieron que la expresion de FcyRIlb puede ser un gran determinante de la modulacion
de CD20 a partir de células B diana. Para ensayar esta hipotesis, comparamos la expresion de FcyRIlb y la
modulacion de velocidades de CD20 de todas nuestras muestras disponibles de células B sanas y NHL primarias
(Figura 2D). El analisis de correlacion de Spearman revel6 una fuerte relacion entre estos parametros (valor r de
Spearman -0,74, con intervalos de confianza a 95 % entre -0,83 y -0,61 y p<0,0001). Los datos mostraron una curva
exponencial inversa con la mayoria de casos de FL y DLBCL posicionados en la parte superior con muestras de CLL
y MCL que mostraban una distribucion extendida. Este grafico también demuestra que a niveles de expresion bajos
las pequenas diferencias en la expresion de FcyRIIb podrian ser responsables de cambios relativamente grandes en
la modulacion de CD20, por lo cual se enfatiza la capacidad de este receptor para regular la cuota de complejos anti-
CD20:CD20 desde la superficie de la célula.

Para abordar directamente el papel de FcyRIIb en la modulaciéon de CD20, fueron transfectadas células de Ramos
de FcyRIIb*® con un plasmido que codifica FcyRIlb. Las células resultantes de FcyRIIb*Y® mostraron una expresion
variable de niveles de FcyRlIIb y a continuacion fueron clasificadas en sub-clones que expresan bajo, medio y alto
FcyRIIb. Estas células, junto con células de Ramos de FcyRllb paternas fueron evaluadas luego en el ensayo de
internalizacién. En la presencia de rituximab, la modulacion de CD20 clasifica a 6 horas correlacionada con la
expresion de FcyRIIb con modulacion creciente en el orden FcyRIIb*® > bajo FcyRIIb*® >FcyRIlb**® medio
>FcyRIIb*'¢ alto (Figura 3A). De manera similar, usando células B obtenidas del tipo silvestre y ratones nocaut (KO)
de FcyRIl que expresan CD20 humano transgénico, la modulacion en células de raton FcyRIIb -/- fue menos que la
contraparte de tipo silvestre (no se muestran datos), aunque debié notarse que la modulacion apreciable todavia se
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observaba en ausencia de FcyRIl, lo que indica que en este modelo transgénico también se involucran factores
adicionales a FcyRIl para regular la modulaciéon de CD20.

Puesto que FcyRIIb es un regulador negativo de activacion de BCR en células B (revisado en (35)) y CD20 se asocia
fisicamente con el BCR después de involucrarse por parte del mAb de CD20 (36, 37), hicimos la hipotesis de que la
expresion de BCR o la actividad de sefializacién podria influir la modulacién. Por lo tanto, para excluir diferencias en
la expresion de BCR, como la causa de estos hallazgos, fueron transfectadas células de Ramos (Rx3) deficientes en
BCR con FcyRIlb, y la modulacion de CD20 fue comparada con células de Ramos no manipuladas y células
transfectadas Rx3 por imitaciéon (Figura 3B). Estos datos indican claramente que las células Rx3 que carecen de
expresion de BCR se modulan mas lentamente que las células de Ramos pero que este defecto puede superarse
expresando altos niveles de FcyRIlb (células de Rx3 FcyRIIb+ve). Este rol dominante de FcyRIIb sobre BCR en la
regulacion de la modulacion de CD20 es soportado por lo siguiente: 1) que observamos altos niveles de modulacién
en células de CLL que expresan de modo caracteristico bajos niveles de BCR (38); y 2) no pudimos mostrar ninguna
correlacion entre expresion de inmunoglobulina de superficie (slg) en células de CLL y modulacion de CD20 (figura
complementaria 1C).

Ejemplo 5: Modulacion de CD20 y FcyRIIb es precedida por la activacion de FcyRIIb

Para investigar adicionalmente la interaccién entre mAb anti-CD20 y FcyRIIb, investigamos la estimulaciéon mediada
por anticuerpo de FcyRlIlb, tal como se indica mediante fosforilacion de tirosina-293 en el motivo ITIM intracelular.
Fueron cultivadas células de Raji con tositumomab o rituximab en presencia o ausencia de mAb que bloquea anti-
FcyRIIb (AT10), antes de inmunoblot para FcyRIIb fosforilado. FcyRIIb fosforilado fue elevado en células estimuladas
por rituximab, pero no por tositumomab, y fue inhibido por la adicién de AT10 (Figura 4A). Se observaron resultados
similares con células de Daudi (no se muestran datos).

Ejemplo 6: Entrecruzamiento de CD20 y FcyRIIb ocurre de manera predominante de una manera cis

Rituximab pudo co-ligarse por CD20 y FcyRIIb en las mismas (cis) células o en células adyacentes (trans). Para
investigar esto cultivamos conjuntamente células de Ramos de FcyRIIb etiquetadas con PKH26 con transfectantes
de Ramos que expresan FcyRIIb alto (Figura 4B), y luego se compara el nivel de modulaciéon en cada tipo de
células, con ambos tipos de células cultivados solos en calidad de control. Como se mostré previamente, cuando se
cultivan solas las células de FcyRIIb*™® se mostré una modulacion mas grande que las células que carecen de
FcyRIIb (Figura 4B). En el cultivo conjunto, el nivel de modulacion en FcyRIIb*® fue ligeramente incrementado pero
no alcanzé el nivel visto en las células de FcyRIIb™®. Este resultado sugiere que mientras puede ocurrir una
interaccion trans, la modulacién de mAb de CD20 por FcyRIllb es conducida de manera predominante de una
manera cis.

Para demostrar que este hallazgo no fue especifico para la linea celular de Ramos, cultivamos conjuntamente una
muestra de CLL que expresaba bajo FcyRIIb (distinguido por etiquetado de PKH26) con células de tres diferentes
casos de CLL que expresan niveles altos de FcyRIIb (Figura 4C). Tal como se ve en el ensayo anterior con células
de Ramos, en las poblaciones mixtas la modulacién en las células B de FcyRIIb bajo no se aproximaba a la vista en
la poblacion de FcyRIlb alto, lo que sugiri6 nuevamente que la modulacion de mAb de CD20 por FcyRIlb es
conducida de manera predominante de una manera cis. Sin embargo, es interesante anotar que el cultivo conjunto
con las células de CLL que modulaban de la manera mas rapida dio lugar a incremento mas grande en la
modulacién de la CLL que expresa FcyRIIb bajo, pero el incremento fue solamente modesto (aproximadamente 18
%; no se muestran datos).

En un experimento adicional de este tipo, se cultivaron células de CLL a concentraciones decrecientes para reducir
el potencial para interaccion de célula:célula, con el resultado de una tendencia débil de menos modulacién con
concentracion decreciente de células (Figura 4D). El mismo experimento fue repetido con diferentes concentraciones
de células Raji y nuevamente se vio poco cambio en el grado o el alcance de modulacién (no se muestran datos).
De manera importante, las imagenes microscopicas de campo claro tomadas durante este experimento demuestran
que la probabilidad de interaccion intercelular (trans) fue mucho menos de 1 x 10° en comparacion con 2 x 108
células/ml. Ademas, observamos que no hubo una diferencia marcada en los niveles de FcyRIlb fosforilado a las
diferentes densidades celulares (Figura 4E). En total, estos datos indican que FcyRIIb media sus efectos sobre la
modulacién de mAb de CD20 de manera predominante a través de eventos en la misma célula solamente con una
pequefa contribucion de las células adyacentes que expresan FcyRIIb.

Ejemplo 7: FcyRIIb es endocitosado con CD20 en lisosomas

Para determinar el destino de FcyRIlb después de involucrarse rituximab en la superficie celular, monitoreamos su
expresion y localizacion mediante citometria de flujo y microscopia confocal. Usando citometria de flujo evaluamos la
expresion superficial de FcyRIIb en células B a partir de seis casos diferentes de CLL y se encontré que disminuia
dentro de 2 horas de incubacion con rituximab pero no con tositumomab (Figura 5A). Estos hallazgos sugieren que
FcyRIIb puede internalizarse junto con CD20 y rituximab (pero no con tositumomab) como parte de un complejo de
tres partes.
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Nosotros y otros hemos previamente reportado endocitosis de rituximab lo que da lugar a su trafico a endosomas
tempranos y degradacion subsiguiente en lisosomas (9, 28). Para abordar si el mismo procedimiento ocurrié con
FcyRIIb como parte de un complejo anti-CD20:CD20:FcyRIIb en células de CLL las cultivamos con cualquiera de
Tosit-488 o Ritux-488 antes de fijar y tefiir para FcyRIIb (usando F(ab’),, etiquetado con Alexa 647, de AT10) y el
marcador lisosémico LAMP-1. Antes de la estimulacion con mAb, el tefiido de FcyRIIb era difuso y no localizado en
la membrana de plasma (Figura 5B). Siguiendo a la incubacion con mAb anti-CD20 por 30 minutos, observamos una
diferencia nitida en el tefiido entre Ritux-488 y Tosit-488, por lo cual Tosit-488 permanecié exclusivamente en la
superficie y Ritux-488 demostr6é un tefido intracelular punteado, consistente con nuestras observaciones previas
(Figura 5C, no se muestran datos y (28)). Después de 6 horas de estimulacion, Tosit-488 permanecié uniformemente
distribuido a través de la superficie celular, mientras que AT 10-647 no fue modificado desde su apariencia de linea
de base a 30 min, y no hubo co-localizacién con LAMP-1 (Figura 5D). En contraste, al terminarse el mismo
transcurso de tiempo, Ritux-488 mostré un patron punteado nitido con la mayoria de las células (58 %) lo cual
demostré una co-localizacion entre AT10-647 y Ritux-488 (Figura 5E). También fue observada una co-localizacion
de Ritux-488 tanto con LAMP1 como también con AT10-647 en 33 % de las células. Presuntamente, el grado mas
bajo de co-localizacion observado entre todas las tres tinturas refleja el hecho de que Ritux-488 y FcyRIIb se
internalizan juntas y ocupan probablemente otros compartimientos intracelulares antes de su aparicion en lisosomas.

Ejemplo 8: FcyRIlb inhibe mAb anti-CD20 de tipo | in vivo

Para abordar si FcyRIlb puede inhibir la eficacia de mAb anti-CD20 de tipo | in vivo, desarrollamos experimentos de
agotamiento de células B en ratones de tipo silvestre Tg de hCD20 y también en ratones Tg de hCD20 que carecen
de FcyRIIb (CD32 KO). En estos experimentos los ratones fueron tratados con variantes de rituximab (250 g, iv)
que albergaban IgG1 de raton (m1) o IgG2a de raton (m2a) y luego fue monitoreado el agotamiento de células B
mediante citometria de flujo durante 90 dias por medio de sangrado en serie de los ratones y tefiido con mAb de
B220 y CD19 (Figura 6). Estas variantes se enlazan fuertemente (m1) o débilmente (m2a) a CD32b. Los datos
muestran claramente que cuando fue usado el isotipo m1, el agotamiento es sub-6ptimo (en comparacién con el
m2a) y que la pérdida de CD32 da lugar a un mejoramiento sustancial en eficacia de agotamiento. En contraste, el
m2a es en gran medida similar en presencia o ausencia de CD32.

Ejemplo 9: FcyRIIb mejora y aumenta la actividad de mAb anti-CD20 contra tumores humanos in vivo

Para examinar el efecto de CD32 en células tumorales humanas y el potencial de aumentar los mAbs terapéuticos
actuales, tales como rituximab, empleamos un sistema de xenoinjerto. En este sistema solamente las células
tumorales humanas expresan hCD32 y de esta manera cualquier efecto terapéutico se deriva de los efectos sobre la
célula tumoral, de la manera mas probable mediante bloqueo de modulaciéon, no mediante efectos cualesquiera
sobre células efectoras hospederas. En estos experimentos, las células tumorales humanas CD32 positivas (Daudi o
Raji) fueron inoculadas en ratones SCID y luego tratadas con rituximab, con AT10 o con ambos y la supervivencia de
los ratones o el crecimiento del tumor fueron monitoreados (Figura 7). Las dosis usadas de mAb se muestran en las
leyendas de la figura. En A) las células de Daudi fueron inoculadas de modo subcutaneo y el tumor fue monitoreado
mediante mediciones de calibre cada 3-5 dias. En las células tumorales de Raji B y C fueron inyectados de modo
intravenoso y se monitorearon los animales para supervivencia. En ambos modelos se mostré que AT10 mejoraba y
aumentaba la actividad de rituximab, lo que demostré el potencial de esta combinacioén in vivo.

Ejemplo 10: Niveles de FcyRIIb predicen resultado clinico en pacientes con MCL tratados con rituximab.

Como prueba conceptual de nuestros hallazgos in vitro, examinamos retrospectivamente la expresion de FcyRIlb de
un grupo de MCL que habia recibido rituximab. El tejido incrustado en parafina para diagndstico fue tefiido mediante
inmunohistoquimica usando un mAb FcyRIlIb-especifico (Figura 11). El tefiido de membrana fuerte fue visto en
muestras de linfoma de FcyRIIb+ve pero no en FcyRIIb-ve. Estos resultados se correlacionan con la expresion de
FcyRIlb de muestras correspondientes congeladas en DMSO, obtenidos mediante citometria de flujo. El tefiido de
FcyRIlIb mostrado en la figura 10a y b mediante IHC fue correlacionado con la expresion de FcyRIIb mostrada
mediante citometria de flujo tal como se muestra en la figura 2D (con el valor determinado mediante citometria de
flujo en 2D mostrado como la cantidad insertada en la figura 10a y b). A pesar de estudiar s6lo un pequefio grupo de
16 pacientes con MCL, los pacientes con linfoma FcyRIlb-ve tuvieron supervivencia libre de progreso mediano
significativamente mejor que aquellos con células de FcyRIlIb+ve (mediana de 852 y 189 dias, respectivamente). La
figura 10c muestra las diferencias en supervivencia en los subconjuntos de FcyRIlb + y -. Los grupos fueron
comparables en términos de caracteristicas clinicas (indice de prondstico internacional MCL, no se muestran datos),
pero hubo heterogeneidad en los ciclos de quimioterapia usados. Para abordar esto, examinamos los resultados en
aquellos pacientes tratados con agente Unico rituximab o fludarabina, ciclofosfamida y rituximab (FCR) para terapia
inicial, y se observaron resultados similares. La figura 10d muestra las diferencias en supervivencia en los
subconjuntos FcyRIIb +y - después que los grupos de pacientes siguieron controlandose tal como se ha discutido.

El razonamiento para los experimentos en los ejemplos 10 y 11 es tal como sigue. Si las células expresan altos
niveles de CD32b (FcyRIIb), ellas internalizaran rituximab mas rapidamente (se muestra como % reducido de CD20
accesible en la superficie). Si hay menos rituximab en la superficie de la célula, entonces habra menos actividad
efectora dependiente de Fc (tal como fagocitosis o ADCC) y, por lo tanto, menos eliminacién de células tumorales y
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por ende menos resultados terapéuticos extensos. Por lo tanto, chequeamos la expresion de FcyRIIb en un grupo de
pacientes tratados con MCL y se determiné si eran agentes de expresion altos o bajos de CD32b. Para este grupo
ya estaban disponibles los datos clinicos y de esta manera los resultados clinicos fueron estratificados luego segun
si eran tumores que expresaban FcyRIIb alto o bajo. La hipétesis fue que los tumores que expresaban bajos niveles
de FcyRIIb serian tratados exitosamente con rituximab y aquellos que expresaban altos niveles de FcyRIIb lo harian
menos bien. Esto es exactamente lo que se muestran los datos clinicos. La figura 11 muestra la especificidad del
mAb usado para el tefiido de FcyRIIb. Este tifie solamente células que expresan FcyRIIb NO el FcyRlla intimamente
relacionado.

Después de medir niveles de FcyRIIb por medio de IHC (Figura 10b) y separar muestras de MCL en positiva y
negativa para FcyRlIIb, vimos una diferencia clinica clara en respuesta siguiente a la terapia a base de rituximab
(figuras 10c y d).

Ejemplo 11 -Seleccién de anticuerpos monoclonales anti-CD32b

Las secuencias de aminoacidos de las regiones variables (VH y VL), junto con las regiones CDR de los 14 clones de
anticuerpos se muestran en las figuras 37 - 50. En cada caso, las regiones constantes (CH y CL) son las mismas.
Las regiones constantes se muestran en la figura 36.

Se realizaron selecciones contra CD32B (FcyRIIb) usando la biblioteca exhibidora de fagos n-CoDeR®scFv. Fue
usado CD32A no humano como no diana. Los dominios extracelulares de CD32A y CD32B fusionados en migG3-Fc
fueron producidos en HEK293E y purificados sobre proteina A. se realizaron tres elecciones consecutivas de
proteina. Fue usada una no diana como competidor en todas las selecciones. Los fagos resultantes fueron
convertidos en formato que produce scFv/Fab y se transforma en bacterias E.coli Top10 para el tamizaje de clones
individuales. El tamizaje determiné la especificidad para CD32B humano y CD32A fue analizado usando proteinas
recubiertas en ELISA asi como también mediante células CHO transfectadas en FMAT. Para determinacion de
propiedades de inhibicion de IC, se dejaron enlazar los IgGs a células CHO transfectadas por CD32B seguido por la
adicion de un IC en forma de IgG1 recubierto con albumina de suero bovino. Luego fue detectado IC enlazado y
pudieron evaluarse propiedades de inhibicién de los 1gGs.

Ejemplo 12 - Capacidad de mAb anti-CD32b de bloquear la modulacién de rituximab

Rituximab-alexa 488 se adiciond a células de Ramos transfectadas CD32B en presencia o ausencia de diferentes
mAb (mutantes de WT o 297Q) que bloquean CD32b y se evalué la modulaciéon después de 1, 2, 6 y 24 h. En
calidad de control para la capacidad de bloqueo de MAb de CD32 también incluimos el mAb especifico de CD32a y
b dual, AT10 (IgG y fragmentos de Fab2 (Fab)), junto con un control negativo, mAb irrelevante emparejado con
isétopo (iso wt o nq). Los datos en la figura 12 indican claramente que todos los 3 mAbde nCoder (C1, C3 y C11)
son capaces de bloquear la modulacién de rituximab en cualquiera de los formatos wt 0 297q.

La figura 13 muestra la capacidad de mAb anti-CD32b para bloquear modulacién de rituximab usando todos los 13
mAb. Ademas, las células de Ramos negativas de CD32 de control fueron incluidas para permitir la estimacion del
efecto maximo del mAb que bloquea CD32. Los datos en la figura 12 indican claramente que todos los mAb de
nCoder fueron capaces de bloquear la modulacién de rituximab.

El conjunto anterior de experimentos habian demostrado que FcyRIIb regula la internalizacion de rituximab. Por lo
tanto, estos experimentos buscaban examinar si el bloqueo de FcyRIIb con mAb anti-FcyRlIb reduciria la cantidad
en que rituximab se internaliza.

Ejemplo 13. Correlacion entre afinidad y capacidad de mAb que bloquea anti-CD32b para impedir la fosforilacion de
CD32b después del enlace de rituximab y para impedir la modulacion de rituximab

La afinidad relativa del mAb fue determinada mediante un experimento de titulacién de dosis que media el enlace de
mAb a células CHO transfectadas por CD32B. Brevemente, las células CHO K1 adherentes transfectadas por
CD32B fueron sembradas en placas de FMAT. IgG fueron titulados en diluciones 1:2 a partir de 30nM a
aproximadamente 0,015nM y se dejé enlazar durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar se
detectaron IgG enlazados con anti-humano-IgG-APC. Finalmente se lavaron las placas y se leyeron en el FMAT
(Applied Biosystems). Esto da un valor de EC50 para enlace de mAb a células de expresion diana y puede
traducirse a una afinidad relativa. La afinidad relativa fue correlacionada luego con la capacidad de mAb de bloqueo
de ant-CD32b para impedir la fosforilacion de CD32b después del enlace de rituximab. Esta fue determinada
estimulando células con rituximab en presencia o ausencia de mAb anti-CD32b y realizando luego transferencia
Western para fosfo-CD32b. Los mAb de CD32b fueron clasificados luego segun su capacidad de bloquear la
fosforilacion de CD32, y en este caso 1 es la mas efectiva. La figura 14A muestra que hubo evidentemente una
correlacion cercana entre la afinidad del mAb y la capacidad de bloquear la fosforilacion de CD32b. La figura 14B
muestra que hubo evidentemente una correlacion fuerte entre la afinidad del mAb y la capacidad de bloquear la
modulacién de rituximab. Estos datos confirman el papel central de CD32B en acelerar la modulacion de rituximab
desde la superficie de la célula diana.
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La razon fue que la afinidad mas alta de mAb bloquearia mejor FcyRIlb. A continuacion, mientras mejor sea
bloqueado FcyRIlb por mAb, mejor se bloquearan la modulacion/ la internalizacion de rituximab. Esto es
exactamente lo que se muestra en la figura 14. Mientras mayor sea la afinidad, mejor habra bloqueado la activaciéon
de FcyRIIb (medida por la cantidad de tefiido de fosfo-FcyRIIb mediante transferencia Western) inducida por el
enlace de rituximab y también mejor habra bloqueado la modulacion.

Ejemplo 14. Enlace dependiente de dosis a células transfectadas por hCD32B y enlace dependiente de dosis e
inhibicion de complejo inmune a células transfectadas por hCD32B.

Las células fueron sembradas en placas de FMAT. Los complejos inmunes fueron preparados recubriendo FITC
sobre BSA y mezclando después esto con una proporcion molar de 10:1 con un anticuerpo higG1 FITC especifico.
Las figuras 15-27 muestran el enlace dependiente de dosis a células transfectadas por hCD32B y el enlace
dependiente de dosis e inhibicion de complejo inmune a células transfectadas por hCD32B mediados por clones 1-
13, respectivamente. Los circulos muestran enlace dependiente de dosis a células de CHO K1 transfectadas por
hCD32A y los diamantes negros muestran enlace dependiente a células de CHO K1 transfectadas por hCD32B. Las
cruces muestran inhibicion dependiente de dosis del complejo inmune a células de CHO K1 transfectadas por
hCD32B.

Los experimentos se disefian para 1) determinar la especificidad de del mAb. CD32B y CD32A son moléculas muy
cercanamente relacionadas. Sin embargo, mientras que CD32B transmite una sefial inhibitoria, CD32A transmite
una positiva, por ende es esencial que el anticuerpo enlace solamente CD32B para el efecto deseado. 2) ademas,
para bloguear efectivamente una sefial a través de CD32B, el anticuerpo no solamente tiene que enlazar CD32B,
sino también bloquear el enlace de su ligando natural, un complejo inmune (IC). Por lo tanto, la figura muestra
enlace a CD32A, CD32B e inhibicion de enlace de 1C. Las figuras demuestran que todos los mAb son especificos
para CD32B y no se enlazan con CD32A y que todos ellos inhiben enlace de 1C.

Ejemplo 15. Especificidad celular de los anticuerpos anti-CD32B.

PBMCs aisladas de sangre periférica fueron preparadas usando gradiente de densidad de Ficoll. Las células fueron
tefidas con marcadores especificos celulares y evaluadas para enlace de los anticuerpos especificos de CD32B. Tal
como se muestra en la figura 28, solamente las células B (células CD19+) fueron tefiidas de modo positivo con los
clones 1-13.

En las PBMCs restantes, CD32B se expresa solamente en células B mientras que CD32A estrechamente
relacionado se expresa en monocitos y neutréfilos. Las anteriores figuras muestran especificidad en células CHO
transfectadas. La figura 28 muestra que los anticuerpos también enlazan células B que expresan CD32B en su
forma verdaderamente nativa en células B mientras ellas no tifian neutréfilos o monocitos que expresan CD32A. por
lo tanto, estas figuras una demostracion de especificidad de anticuerpo cuando el antigeno se expresa en PBMCs
normales no transfectadas.

Ejemplo 16. Tenido dependiente de dosis de células B por clones 1-13 de mAb anti-FcyRlIb.

PBMCs aisladas de sangre periférica fueron preparadas usando gradiente de densidad de Ficoll. Las células fueron
tefidas con CD19 y después con 10, 1 o 0,1 mg/ml de anticuerpos especificos de CD32B tal como se ha indicado.
La figura 29 muestra como el tefiido de las células B por cada uno de los clones es dependiente de la dosis.

En la figura 29, las células B (conocidas por expresar CD32B) han sido descartadas usando un mAb especifico de
CD19. Esta salida se llama M1. Cuando se disminuye la concentracion de mAb de CD32B, la cantidad de células B
tefiidas cae desde cerca de 100 % a valores mucho mas bajos, lo cual muestra un tefiido especifico y dependiente
de dosis de células B, tal como se espera de un mAb especifico de CD32B.

Esto es nuevamente una demostracion de la especificidad de los anticuerpos. Como ya se menciond, CD32A y B se
relacionan de manera extremadamente cercana y la obtencion de anticuerpos especificos no es trivial. Cualquier
anticuerpo especifico deberia mostrar un enlace dependiente de dosis y esto es lo que se demuestra en la figura 29,
que disminuir la dosis de anticuerpo reduce la cantidad de células B tefiidas desde aproximadamente 100 %, segun
se observa en la dosis mas alta. Por ende, esta figura es una segunda demostracion de especificidad de anticuerpo
cuando el antigeno se expresa en células B normales no transfectadas.

Ejemplo 17. Capacidad de cada mAb de inhibir fosforilacion de CD32B mediada por Fc.
Las células de Raiji (CD32B positivas) fueron tratadas con Rituximab, lo cual causé la fosforilacion de CD32B. Esto
se hizo en ausencia wenn presencia de los mAb 1-13 especificos de CD32B vy la figura 30 la capacidad de cada uno

de los mADb para inhibir la fosforilacion de CD32B mediada por Fc.

La hipotesis detras de los ejemplos 17 y 18 es que la region de Fc de rituximab enlaza FcyRIIb y que esto causa la
activacion de FcyRIlb. Esto se mide mediante la fosforilacion de la region ITIM del FcyRIlb. El bloqueo de esta
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interaccion con mAb anti-FcyRIIb deberia bloquear la fosforilacion (figura 30) y la modulacién (figuras 31 y 32). El wt
FcyRIIb IgG1 también tiene la capacidad de enlazar el FcyRIlb mediante su regiéon Fc y de esta manera examinamos
si el mutante de N297Q (que tiene un Fc que no enlaza FcyRIIb) también tuvo una actividad similar. Este tuvo una
actividad idéntica.

Ejemplo 18. El efecto de CD32b en la velocidad de modulacion de mAbs anti-CD20 de tipo |.

La capacidad de CD32b de precipitar la internalizacion de otros mAbs anti-CD20 de tipo | se muestra en la figura 31.
Las versiones etiquetadas con Alexa-488 de cada mAb fueron incubadas con células de Ramos transfectadas por
pCDNAS3 o células de Ramos transfectadas por CD32B durante 1 o 6 horas y el alcance de la modulacién fue
determinado tal como antes. Los mAbs usados fueron rituximab (RTX), ofatumumab producido en las instalaciones
propias (OFA) y tositumumomab (Tos). Los datos muestran claramente que la velocidad de internalizacion de OFA
es similar a la de RTX y se acelera mediante la presencia de CD32b.

Estos efectos de modulacion fueron observados con rituximab (un anti-CD20 de tipo |) pero fueron menos evidentes
con tositumomab (un mAb anti-CD20 de tipo Il). Por lo tanto, quisimos abordar si esto se extendia a otros mAbs anti-
CD20 y de esta manera ensayamos ofatumumab, otro mAb de tipo | clinicamente relevante (Teeling, 2004 (52)
Ofatumumab, tal como rituximab fue rapidamente internalizado, tal como se esperaba.

Ejemplo 19. mAb anti-CD19 también se internalizan desde la superficie celular de células B humanas malignas de
una manera que es parcialmente dependiente de CD32B.

Los transfectantes de Ramos de huCD32b. La internalizacion con otros antigenos de superficie también puede
efectuarse mediante expresion de CD32b. El ensayo de modulacion fue realizado como antes, con diferentes mAb
en presencia (+) o ausencia (-) de bloqueo de CD32 con AT10. Los transfectantes de Ramos de CD32B fueron
usados en este 6° ensayo. * p < 0,05. f3.3 = MHC Clase Il; RFBP = CD 19; RTX = rituximab. La figura 32 muestra
claramente una reduccion significativa en la modulacién superficial para mAb RTX y RFB9 y menos para F3.3
después de la incubacién con bloqueo de CD32. Estos datos indican que los antigenos diana tales como CD 19
también pueden internalizarse desde la superficie celular de células B humanas malignas de una manera que es
parcialmente dependiente de CD32B y puede bloquearse por mAb anti-CD32b.

Quisimos determinar si los antigenos diana distintos de CD20 también son afectados por la expresion de FcyRIlb.
Por lo tanto, examinamos mAb dirigidos a otros antigenos diana (CD 19 y MHCII) y si el bloqueo de mAb de FcyRIlb
reduciria su internalizacion. Estos datos muestran que la modulacion de mAb de CD 19 también se reduce
bloqueando FcyRIlb.

Ejemplo 20. Internalizacién con otros antigenos de superficie también puede efectuarse por expresion de CD32b.

Las células de Ramos no tienen CD32b y de esta manera demuestran el nivel de internalizacion en ausencia de
CD32B. Si el antigeno es capaz de internalizarse por CD32b, expresarlo luego (en las células de Ramos-CD32B)
incrementara el nivel de internalizacion.

Las versiones etiquetadas con Alexa-488 de cada mAb fueron incubadas con células de Ramos transfectadas
pCDNA3 o células de Ramos transfectadas por CD32B durante 24h y el alcance de la modulaciéon se determina
como antes. * = p<0,05. La figura 33 mostré que la internalizacion con otros antigenos también se efectia mediante
expresion de CD32b.

Materiales y procedimientos
Células

Fueron obtenidas lineas celulares humanas (Daudi, Raji, Ramos) de ECACC y fueron mantenidas en RPMI
(Invitrogen, Reino Unido), complementadas con suero fetal bovino al 10 % (FCS) (Lonza, Reino Unido) y glutamina y
piruvato (ambos de Invitrogen) y cultivadas a 37 °C, 5 % CO,. Células de Ramos Rx3 que carecen de expresion de
BCR fueron generadas previamente (36). Las células transfectantes de Ramos FcyRIlb y las células de control
transfectadas con vectores vacios (negativos de FcyRIIb) fueron descritas previamente (36), y mantenidas en RPMI
complementado tal como antes, con la adicién de Geneticin (Invitrogen, UK). Las células Rx3 transfectadas con
FcyRIIb y los vectores vacios fueron producidos y mantenidos de la misma manera. La expresion de superficie de
FcyRlIIb fue determinada mediante citometria de flujo usando AT10 etiquetado con PE (descrito mas adelante). Las
poblaciones de transfectantes de Ramos FcyRIlb que expresan niveles bajos, medios o altos de FcyRIIb fueron
clasificados usando un citémetro de flujo FACS Aria (BD Biosciences, Estados Unidos de América).

Donantes de sangre

Las células B humanas normales fueron obtenidas de voluntarios sanos con consentimiento informado. La sangre
periférica fue tomada en K;E o en LiH, los linfocitos fueron separados usando Lymphoprep (Axis-Shield, Reino
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Unido) segun el protocolo del fabricante y las células B fueron aisladas mediante seleccion negativa con el kit 1l de
aislamiento de células B humanas Il (Miltenyi Biotec, Alemania).

Muestras clinicas

Las muestras de CLL/SLL, FL, DLBCL y MCL fueron obtenidas con consentimiento informado de acuerdo con la
Declaracion de Helsinki. Las muestras de sangre fueron recogidas en KzE o LiH con Lymphoprep vy el tejido soélido
fue desagregado por medio de un filtro estéril y fueron centrifugadas. Las células fueron crio-preservadas en RPMI
complementado con suero AB humano al 50 % y DMSO al 10 % y almacenadas en el banco de tumores de la
division de ciencias de cancer de la University de Southampton de acuerdo con la licencia de la autoridad de tejido
humano. La aprobacién ética para el uso de muestras clinicas fue obtenida por NHS Trust del hospital de la
Universidad de Southampton del Comité de ética de investigacion de Southampton y South West Hampshire. Para
células de CLL, fue determinado el estatus de mutacion de los genes de IgVH (33) y la positividad de CD38 (44) tal
como se detallé previamente. Brevemente, para analisis de IgVH, se us6 una mezcla de imprimador lider de VH y un
imprimador de C,100 para amplificar genes de cadena pesada de ADNc. Todas las secuencias de nucleétidos
fueron alineadas al directorio de base V y fue determinado el estatus mutacional usando un limite de 98 %. Para
analisis de CD38, fue usado PE anti-CD38 (clon HB7; BD Biosciences). La determinacion del estatus de ZAP-70 se
llevd a cabo tal como se describe por Crespo et al. (30). La expresion de Ig de superficie de las células de CLL fue
determinada por citometria de flujo, tal como se ha descrito previamente (45, 46).

Ensayo de viabilidad

Las células fueron evaluadas para viabilidad mediante citometria de flujo, siguiendo a un tefido con anexina V y PI
etiquetadas con FITC tal como se ha detallado previamente (25).

Anticuerpos y reactivos

Rituximab fue regalado por la farmacia de Oncologia del Hospital General de Southampton. Rit m2a (rituximab con
region Fc de IgG2a de raton), y WR17 (anti-CD37), todos IgG2a de ratén, fueron producidos tal como se ha descrito
previamente (18). EI mAb anti-FcyRIl (AT10) fue producido en las instalaciones propias y ha sido descrito
previamente (47). Tositumomab fue regalado por el profesor Tim lllidge (Manchester, Reino Unido). Ofatumumab y
GA101gly (GA101 glicosilado con regiéon de Fc no modificada) fueron producidos en las instalaciones propias a partir
de secuencias publicadas en patentes. NB: estos mAb fueron producidos en células CHO o 293F y de esta manera
pueden diferir (por ejemplo en sus estructuras de carbohidratos) de los mAb producidos para su uso clinico. Los
reactivos Alexa-488 y anti-Alexa 488 fueron comprados ennvitrogen. La produccion de fragmentos de F(ab’), ha sido
descrita previamente (48). Los fragmentos Fab’ fueron generados mediante incubacién con 2-mercaptoethanol de 20
mM a 25 °C, durante 30 minutos, seguido de la adicion de yodoacetamida en exceso. Los anticuerpos de
transferencia Western usados fueron anti-actina (AC74, Sigma, Reino Unido) y anti-fosfo-FcyRIIb (Cell Signaling
Technology, Reino Unido).

Citometria de flujo

Los mAb etiquetados con fluorocromo fueron obtenidos de BD Biosciences o hechos en instalaciones propias. Los
mAb fueron conjugados con Alexa 488 (Invitrogen) de acuerdo con el protocolo del fabricante. La citometria de flujo
ha sido descrita previamente (49). Las muestras fueron evaluadas en un FACScan o en FACSCalibur y los datos
fueron analizados con CellQuest Pro (todos de BD Biosciences) o FCS Express (DeNovo Software, Estados Unidos
de América). Las células B fueron identificadas con CD19 anti-humano etiquetado con APC (en instalaciones
propias) y se determind la expresion de FcyRIlIb usando AT-10 etiquetado con PE (instalaciones propias). Para
controlar la variacién inter-experimental, la expresioén de FcyRIlb fue representada como la proporcion de FcyRlIib:
control de isotipo Geo intensidad de fluorescencia media (MFI).

Ensayo de internalizacion

El ensayo de internalizacion fue realizado tal como se detall6é previamente (28). Brevemente, fueron incubadas 2-4 x
105 células por pozo con mAb etiquetado con Alexa a una concentracion final de 5 pug /ml. Las muestras fueron
cosechadas después de 1, 2, 6 y/o 24 h, lavadas dos veces, resuspendidas, incubadas a 4 °C durante 30 minutos
con anti-CD19 etiquetado con APC, con o sin el anticuerpo de extincion, anti-Alexa-488 (Invitrogen). Luego las
muestras se lavaron una vez y se analizaron en un citometro de flujo.

Para investigar la interaccion de la region Fc de mAb anti-CD20 enlazado a las células con FcyRIIb en células
adyacentes, las células de Ramos, que son FcyRlIb-ve, fueron etiquetadas con PKH26 (Sigma Aldrich) segun las
instrucciones del fabricante. Las células etiquetadas con PKH26 fueron luego cultivadas conjuntamente con nimeros
iguales (2,5 x 10° células) de células de Ramos transfectadas con FcyRIIb. Ambos tipos de célula fueron cultivados
solos en calidad de controles. El ensayo de internalizacion fue realizado luego tal como se ha descrito antes, y la
modulaciéon fue comparada en poblaciones etiquetadas y no etiquetadas con PKH26. Otras variaciones de este
ensayo de cultivo conjunto se describen en las leyendas de las figuras.
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Transferencia Western

El protocolo ha sido descrito previamente (36). Brevemente, ~2 x 108 células por pozo fueron incubadas con mAb (5-
10 pg /ml). Las muestras fueron separadas luego mediante SDS PAGE y las proteinas fueron transferidas
inmediatamente a una membrana de PVDF. Las membranas fueron bloqueadas con leche seca, no grasosa, al 5 %
en p/v, incubadas con los anticuerpos primarios apropiadamente diluidos, lavadas y luego incubadas con IgG anti-
conejo o anti-ratén conjugados con peroxidasa de rabano picante (Sigma Aldrich) y fueron visualizadas mediante
quimioluminiscencia mejorada (ECL, GE Healthcare, Reino Unido o Pierce Biotechnology, Reino Unido) y exposicion
a pelicula sensible a la luz (Hyperfilm ECL, GE Healthcare, Reino Unido) o el sistema de captura de imagenes de
Biospectrum AC (UVP, Reino Unido).

Microscopia optica y confocal

Para determinar el trafico intracelular de mAb anti-CD20 y FcyRIlb, las células de CLL fueron incubadas con mAb
apropiado, etiquetado con Alexa 488, por varias veces, tal como se ha descrito en las leyendas de la figura, y luego
fueron cosechadas, lavadas y fijadas con paraformaldehido al 2 %. Para deteccion de FcyRIIb y LAMP-1,
respectivamente, las células fueron impermeabilizadas luego con saponina al 0,3 % en incubadas con AT10 F(ab’).
etiqguetado con Alexa-647 (el etiquetado fue realizado con el kit de etiquetado Alexa Fluor-647 (Invitrogen) segun el
protocolo del fabricante) y/o CD107a anti-humano, conjugado con biotina (LAMP-1) (eBioscience, Reino Unido).
Luego las células fueron lavadas y se adiciond estreptavidina-Alexa Fluor-547 (Invitrogen), seguido de mas lavado.
Luego se transfirieron las células a portaobjetos y se capturaron imagenes usando el software LAS-AF v2 en un
microscopio confocal de barrido laser TCS-SP5 (Leica Microsystems, Reino Unido) (visor de 10x, lente objetivo de
100x).

Para determinar la proximidad de la célula a diferentes diluciones de células, las células fueron sembradas a 1-20 x
105/ml, fueron estimuladas con diversos mAb durante 2 y/o 6 h y luego su proximidad relativa fue evaluada mediante
microscopia optica. Las células fueron vistas con un microscopio invertido Olympus CKX21 (Olympus, Reino Unido)
usando una lente 10x o 20x/0,25 PH. Las imagenes fueron capturadas usando una camara digital enfriada CCL2
(Olympus) y fueron procesadas con software Cell B (Olympus Soft imaging solutions) y Adobe Photoshop version
CS2 (Adobe, San Jose, CA).

Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado usando GraphPadPrism (GraphPad Software, Estados Unidos de América). Los
datos emparejados, no paramétricos fueron analizados usando el ensayo emparejados de Wilcoxon mientras que los
datos no emparejados fueron analizados usando el ensayo de Mann-Whitney.

Composiciones, formulaciones y modo de administraciéon ejemplares

La invencién proporciona composiciones para su uso o usos para tratamiento, profilaxis y composiciones para su
uso 0 usos para tratamiento, profilaxis, y mejora de uno o mas sintomas asociados con cancer o una enfermedad
inflamatoria mediante la administracion a un sujeto o un paciente de una cantidad efectiva de una composicion
farmacéutica tal como se define en las reivindicaciones.

En una forma especifica de realizacion, el sujeto paciente es un animal, preferiblemente un mamifero tal como un no
primate (por ejemplo, reses, porcinos, equinos, felinos, caninos, ratas, etc.) y un primate (por ejemplo, un simio tal
como un simio cynomolgos y un humano). En una forma preferida de realizacion, el sujeto es un humano.

Se conocen diversos sistemas de entrega y pueden usarse para administrar una composicion para su uso de la
invencion, por ejemplo encapsulamiento en liposomas, microparticulas, microcapsulas, células recombinantes
capaces de expresar el anticuerpo, etc.

En algunas formas de realizacion, las composiciones para su uso de la invencion se formulan en liposomas para
entrega dirigida de los anticuerpos de la invencion. Los liposomas son vesiculas que estan comprendidas por
bicapas fosfolipidicas ordenadas concéntricamente que encapsula en una fase acuosa. Los liposomas comprenden
normalmente diversos tipos de lipidos, fosfolipidos y/o tensioactivos. Los componentes de liposomas se disponen en
una configuracion de bicapa, que es similar a la disposicién de lipidos en las membranas bioldgicas. Los liposomas
son vehiculos de entrega particularmente preferidos que se debe, en parte, a su biocompatibilidad, baja
inmunogenicidad y baja toxicidad. Los procedimientos para preparacion de liposomas son conocidos en la técnica y
se incluyen dentro de la invencion, véase por ejemplo Epstein et al, 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos, 82:
3688; Hwang et al, 1980 Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos, 77: 4030-4; patentes estadounidenses Nos.
4,485,045 y 4,544,545

Los procedimientos de administracion de las composiciones para su uso de la invencion incluyen, pero no se limitan

a, administracion parenteral (por ejemplo intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa y subcutanea),
epidural, y por la mucosa (por ejemplo, vias intranasal y oral). En una forma especifica de realizacion, las
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composiciones para su uso de la invencién se administran por via intramuscular, intravenosa o subcutanea. Las
composiciones pueden administrarse por cualquier via conveniente, por ejemplo mediante infusion o inyeccion de
bolo, mediante absorciéon a través de los revestimientos epiteliales o mucocutaneos (por ejemplo, por la mucosa oral,
la mucosa rectal y la mucosa intestinal, etc.) y puede administrarse conjuntamente con otros agentes biolégicamente
activos. La administracion puede ser sistémica o local. Ademas, también puede emplearse administracion pulmonar,
por ejemplo usando un inhalador o un nebulizador y una formulacién con un agente de aerosol. Véase, por ejemplo,
las patentes estadounidenses Nos. 6,019,968; 5,985,309; 5,934,272; 5,874,064; 5,855,913; 5,290,540; y 4,880,078;
y las publicaciones PCT Nos. WO 92/19244; WO 97/32572; WO 97/44013; WO 98/31346; y WO 99/66903

La cantidad de la composiciéon para su uso de la invencién que sera efectiva en el tratamiento, prevencion o
mejoramiento de uno o mas sintomas asociados con un cancer o una enfermedad inflamatoria puede determinarse
mediante técnicas clinicas estandar. La dosis precisa que va a emplearse en la formulacién también dependera de la
via de administracién y de la gravedad de la condicion y deberia decidirse de acuerdo con el juicio del médico y de
las circunstancias de cada paciente. Las dosis efectivas pueden extrapolarse de curvas de respuesta de dosis
derivadas de sistemas de ensayo in vitro o de modelos animales.

Para anticuerpos, tal como se define en las reivindicaciones, la dosificacién administrada a un paciente es
normalmente de 0,0001 mg/kg a 100 mg/kg de peso corporal del paciente, independientemente para cada
anticuerpo en la combinacion. Preferiblemente, la dosificaciéon de cada anticuerpo administrado a un paciente se
encuentra entre 0,0001 mg/kg y 20 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 10 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 5 mg/kg, 0,0001 y 2 mg/kg,
0,0001 y 1 mg/kh, 0,0001 mg/kg y 0,75 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 0,5 mg/kg, 0,0001 mg/kg a 0,25 mg/kg, 0,0001 a 0,15
mg/kg, 0,0001 a 0,10 mg/kg, 0,001 a 0,5 mg/kg a 02,5 mg/kg o 0,01 a 0,10 mg/kg del peso corporal del paciente. En
términos generales, los anticuerpos humanos tienen una vida media mas larga dentro del cuerpo humano que los
anticuerpos de otras especies, debido a la respuesta inmune a los polipéptidos extrafios. Por lo tanto, dosificaciones
mas bajas de anticuerpos humanos y una administracion menos frecuente son posibles con frecuencia. Ademas, la
dosificacion y la frecuencia de administracion de los anticuerpos de la invencion, o de los fragmentos de los mismos,
pueden reducirse mejorando la absorcion y la penetracion al tejido de los anticuerpos por medio de modificaciones
tales como, por ejemplo, lipidacion.

En una forma de realizacion, la dosificacién de cada uno de los anticuerpos de las composiciones para su uso de la
invencion administradas a un paciente son de 0,01 mg a 1000 mg/dia.

Las composiciones para su uso de la invencion comprenden una cantidad efectiva profilacticamente o
terapéuticamente de una molécula de un primer anticuerpo y una molécula de un segundo anticuerpo segun se
reivindica y un soporte aceptable farmacéuticamente.

En una forma especifica de realizacion, el término "farmacéuticamente aceptable” significa aprobado por una
agencia reguladora o listada en la Farmacopea de los Estados Unidos u otra Farmacopea generalmente reconocida
para su uso en animales, y mas particularmente en humanos. El término "soporte" se refiere a un diluyente,
adyuvante (por ejemplo, adyuvante de Freund (completo e incompleto), excipiente, o vehiculo con el cual se
administra el producto terapéutico. Tales soportes farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como agua y
aceites, que incluyen aquellos de origen de petrdleo, animal, vegetal o sintético, tal como aceite de cacahuete, aceite
de soja, aceite mineral, aceite de ajonjoli y similares. El agua es un soporte preferido cuando la composicion
farmacéutica se administra por via intravenosa. Las soluciones salinas y las soluciones acuosas de dextrosa y
glicerina como soportes liquidos, particularmente para soluciones inyectables. Los excipientes farmacéuticos
adecuados incluyen almidon, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tiza, gel de silice, estearato
de sodio, monoestearato de glicerina, talco, cloruro de sodio, leche descremada seca, glicerina, propileno, glicol,
agua, etanol y similares. La composicion, si se desea, también puede contener cantidades menores de agentes
humectantes o emulsionantes, o agentes reguladores de pH. Estas composiciones pueden tomar la forma de
soluciones, suspensiones, emulsiones, tabletas, pildoras, capsulas, polvos, formulaciones de liberacion sostenida, y
similares.

En diversas formas de realizacion, una molécula de un primer anticuerpo y una molécula de un segundo anticuerpo,
segun se reivindican, pueden administrarse simultdneamente o separadas por menos de 1 hora, separadas por
aproximadamente 1 hora, separadas desde aproximadamente 1 hora a aproximadamente 2 horas, separadas desde
aproximadamente 2 horas a aproximadamente 3 horas, en aproximadamente 3 horas a aproximadamente 4 horas,
separadas desde aproximadamente 4 horas a aproximadamente 5 horas, separadas desde aproximadamente 5
horas a aproximadamente 6 horas, separadas desde aproximadamente 6 horas a aproximadamente 7 horas,
separadas desde aproximadamente 7 horas a aproximadamente 8 horas, separadas desde aproximadamente 8
horas a aproximadamente 9 horas, separadas desde aproximadamente 9 horas a aproximadamente 10 horas,
separadas desde aproximadamente 10 horas a aproximadamente 100 horas, separadas desde aproximadamente 11
horas a aproximadamente 12 horas, separadas en no mas de 24 horas o separadas en no mas de 48 horas. En
formas preferidas de realizacion, se administran dos 0 mas componentes dentro de la misma visita del paciente.

Las cantidades y frecuencias de dosificacion suministradas en la presente memoria se incluyen en los términos
terapéuticamente efectivo y profilacticamente efectivo. La dosificacion y la frecuencia variaran normalmente aun mas
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segun los factores especificos para cada paciente, dependiendo de los agentes terapéuticos o profilacticos
especificos que se administren, la severidad y el tipo de enfermedad, la via de administracién asi como también la
edad, el peso corporal, la respuesta y la historia médica pasada del paciente. Los regimenes adecuados pueden
seleccionarse por alguien experto en la materia considerando dichos factores y siguiendo por ejemplo las
dosificaciones reportadas en la bibliografia y recomendados en el Physician’s Desk Reference (562 ed., 2002).

Sumario

Recientemente encontramos que un mAb de tipo | como el rituximab modula desde la superficie de células B de
raton Tg CD20 humano (in vitro e in vivo) y desde ciertas células tumorales primarias derivadas de los pacientes con
NHL, limitando de esta manera su capacidad para captar efectores y agotar células diana (28). Hemos considerado
un mecanismo posible para explicar la limitacion de la actividad terapéutica de rituximab y otro mAb de CD20 de tipo
| y, de manera importante, suministra una oportunidad para bloquear o impedir este procedimiento y, de esta
manera, desarrollar reactivos mas potentes. El presente trabajo proporciona razones a nivel molecular para la
modulacion de CD20 inducida por rituximab y ofatumumab. La expresion de FcyRIIb debe proporcionar un marcador
importante de prondstico para respuesta a mAb anti-CD20 de tipo I. Cuando se cultivaron células primarias de
CLL/SLL con mAb anti-CD20 de tipo |, se observd una modulacion significativa pero heterogénea de CD20, y esta
heterogeneidad no pudo enlazarse a factores conocidos de pronéstico en CLL. El analisis de otros subtipos de B-
NHL mostré que MCL exhibia modulacién heterogénea similar a CLL, pero que FL y notablemente DLBCL mostraba
significativamente menos modulacion. Con base en estos resultados reportamos ahora una correlacion cercana
entre el nivel de expresion de FcyRIIb en estas malignidades y el alcance al cual modulan en un cultivo de 6 horas.
Ademas, sugerimos que esta modulacion podria explicar algo de la heterogeneidad en respuesta al rituximab vista
en estas enfermedades. El rituximab tiene el mayor beneficio probado en DLBCL y FL, donde se ha establecido una
terapia de primera linea en combinacién con la quimioterapia. Por contraste, ha resultado ser mas dificil de
demostrar un mejoramiento en OS en CLL con rituximab (39), y sus beneficios en MCL son incluso mas modestos
(5). Por lo tanto, como un hallazgo general, fue mas probable que las malignidades de células B que expresan
FcyRIIb modularan CD20 y tienden a beneficiar menos del tratamiento con rituximab. Sin embargo, incluso dentro de
DLBCL y FL, algunos casos no responden a rituximab. Como ejemplo, los casos de FL transformada generalmente
tienen mala respuesta a la terapia y expresan FcyRIIb (21), una observacion consistente con nuestros propios
hallazgos de que una de las muestras que expresan FcyRIlb alto (Figura 2C) fue identificada como una FL y
demostré de manera correspondiente altas velocidades de modulacién. Aunque en un Unico caso, sentimos que esto
podria proporcionar potencialmente un medio importante de resistencia a rituximab.

La modulacion de CD20 mostré una correlacion fuerte con el nivel de expresion de FcyRIIb independientemente del
subtipo de enfermedad B-NHL. Fue sugerido previamente que FcyRIIb podria inhibir la eficacia terapéutica de mAb
compitiendo con receptores activadores de Fc en células efectoras, inhibiendo de esta manera la sefializacion
citotoxica (40). Nuestras investigaciones in vitro sugieren que rituximab entrecruza CD20 y FcyRIlb de manera
predominante en la misma célula, lo que da lugar a una activacion de FcyRIlb y a la rapida internalizacion
emparejada tanto de antigenos de superficie conjuntamente con mAb enlazado a lisosoma para degradacion. La
expresion de FcyRIIb parece dar lugar a un reclutamiento disminuido de célula efectora por medio de su capacidad
para inhibir la expresién superficial del mAb en la célula diana.

También mostramos que la co-incubacién con un mAb que bloquea anti-FcyRllb fue capaz de impedir tanto la
activacion de FcyRIlb como la rapida internalizaciéon de rituximab. En total, estos datos confirman el enlace directo
entre activacion de FcyRIIb y rapida internalizacién de mAb desde la superficie de la célula.

La fuerte correlacion entre la modulacion de CD20 inducida por mAb anti-CD20 de tipo | a través de diferentes
subtipos de B-NHL vy la expresion de FcyRIIb, junto con nuestros estudios de transfeccion sugieren que FcyRIIb es
un regulador clave de la modulaciéon de CD20.

Otros grupos han investigado el papel de FcyRIlb en linfomas. Camilleri-Broet et al (20) no pudieron mostrar una
relacion significativa entre la respuesta a R-CHOP y la expresion de FcyRIIb en DLBCL; sin embargo, solamente el
18 % (42/234 de los casos) fueron considerados positivos de FcyRIlb mediante inmunohistoquimica en la serie
anterior (21). Dada la relativamente baja frecuencia de positividad, es probable que la cantidad de casos positivos
puedan haber sido insuficientes para detectar una diferencia. Mas que una sobre-expresion, Weng y Levy (24)
investigaron si dos alelos de FcyRIIb (el alelo 2321 que es mas eficiente en la regulacion de calcio mediada por BCR
que el alelo 232T en enfermedad autoinmune (22, 23)), estaban ligados a la eficacia de rituximab pero no pudieron
demostrar una correlacion entre este polimorfismo y la respuesta a la terapia con solo agente rituximab en pacientes
con FL. la mayor preocupacion planteada por los mismos autores fue que solamente 17 pacientes poseian el alelo
232T, lo cual limitaba nuevamente el poder estadistico del estudio. Adicionalmente, los polimorfismos estudiados
reflejaron la eficiencia de la inhibicién de BCR en una enfermedad autoinmune y no hay observaciones publicadas
que indiquen que estos polimorfismos son relevantes en linfomas o la influencia de enlace de FC de IgG1 humano.
La expresion de FcyRIIb, a través de su capacidad para regular la velocidad de internalizacion sera un indicador
importante de prondstico sobre el éxito de la inmunoterapia con mAb de tipo | (que incluyen rituximab y
ofatumumab). Puede tener un efecto menos pronunciado después de la terapia con mAb de tipo .
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Ademas, en dos modelos diferentes in vivo, hemos demostrado la capacidad de CD32 para limitar la eficacia de mAb
y la capacidad de mAb anti-CD32b de superar esta limitacion y de incrementar la terapia con rituximab.
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REIVINDICACIONES
1. Una composiciéon que comprende;

(i) una molécula de un primer anticuerpo que se une especificamente a un antigeno de superficie celular de una
célula diana y que es capaz de internalizarse en la célula diana de una manera dependiente de FcyRIlb; dicho
anticuerpo tiene un dominio Fc que es capaz de unirse a FcyRIIb, en la que el antigeno de superficie celular se
selecciona de CD19, CD20 o CD40; en combinacién con (ii) una molécula de un segundo anticuerpo que
especificamente se une a FcyRIIb, y que impide o reduce el enlace de FcyRIIb al dominio Fc de la molécula de un
primer anticuerpo; y en la que la molécula del segundo anticuerpo es cualquiera de un anticuerpo; un anticuerpo
quimérico; un anticuerpo monocatenario, un fragmento de anticuerpo Fab, F(ab’)2, Fv, ScFv o dAb;

y se caracteriza porque la composicion es para su uso en el tratamiento de cancer o de una enfermedad
inflamatoria en un paciente con células diana que tienen un nivel elevado de expresion de FcyRIlb relativo a un
control, en la que el control es el nivel de expresién mediano en el mismo tipo de célula en pacientes que tienen la
misma enfermedad.

2. Uso de una molécula de anticuerpo segun la reivindicacion 1, parte (ii), que se caracteriza porque el uso es en la
fabricacion de un medicamento para su uso en el tratamiento de cancer o de una enfermedad inflamatoria en
pacientes con células diana que tienen un nivel elevado de expresiéon de FcyRIIb relativo a un control, en el que el
control es el nivel de expresién mediano en el mismo tipo de célula en pacientes que tienen la misma enfermedad; y
en el que la molécula de anticuerpo tal como se define en la reivindicacion 1, parte (ii) puede administrarse en
combinacion con un anticuerpo tal como se define en la reivindicacion 1 parte (i).

3. Uso de expresion de FcyRIIb en células diana como un marcador de prondstico para la respuesta de las células
diana a un tratamiento con una molécula de anticuerpo tal como se define en la reivindicacion 1, parte (i), por lo cual
los niveles elevados de FcyRIIb son indicativos de una reduccién en o la ausencia de una respuesta al tratamiento
con la molécula de anticuerpo, y en el que los niveles elevados de FcyRIIb son relativos a un control, en el que el
control es el nivel de expresién mediano en el mismo tipo de célula en pacientes que tienen la misma enfermedad.

4. Un procedimiento para predecir la respuesta de células diana de un paciente a un tratamiento con una molécula
de anticuerpo tal como se define en la reivindicacion 1, parte (i), que se caracteriza porque el procedimiento
comprende determinar el nivel de expresion de FcyRIIb en las células diana, por lo cual los niveles elevados de
FcyRIIb son relativos a un control, en el que el control es el nivel de expresién mediano en el mismo tipo de célula en
pacientes que tienen la misma enfermedad, y son predictivos de una reduccién en, o la ausencia de, una respuesta
al tratamiento con la molécula de anticuerpo.

5. Una composicion para el uso, o un uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 en la que la molécula de
anticuerpo tal como se define en (ii) impide o reduce el enlace del FcyRIIb presente en la célula diana al dominio Fc
de la molécula de anticuerpo tal como se define en (i).

6. Una composicién para el uso, o un uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2 y 5 en la que la molécula de
anticuerpo tal como se define en (ii) adicionalmente impide o reduce la internalizacion de la molécula de anticuerpo
tal como se define en (i) en la célula diana.

7. Una composicion para el uso, o un uso o procedimiento segun cualquier reivindicacion anterior en la que la célula
diana es una célula cancerosa.

8. Una composicion para el uso, o un uso o procedimiento segun cualquier reivindicacion anterior en la que la célula
diana es una célula B.

9. Una composicion para el uso, o un uso o procedimiento segun cualquier reivindicacion anterior en que el paciente
a tratar es un paciente con cancer y el tratamiento es un tratamiento para el cancer.

10. Una composicion para el uso, o un uso o procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 7-9, en que el
cancer se selecciona de linfoma de no Hodgkin, tal como linfoma folicular, linfoma difuso de células B grandes,
linfoma de células del manto o leucemia linfocitica cronica.

11. Una composicion para el uso, o un uso o procedimiento segun cualquier reivindicacion anterior en la cual una o
varias moléculas de anticuerpo no incluyen un dominio capaz de captar una célula efectora.

12. Una composicion para el uso, o un uso o procedimiento segun la reivindicacion 11 en la que las una o mas
moléculas de anticuerpo, son moléculas de anticuerpo monoclonal.
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13. Una composicion para el uso, o un uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2 y 5-12 en la que la

molécula de anticuerpo tal como se define en (ii) comprende una cadena pesada variable (VH) que comprende las
siguientes CDR:

(i) SEQID NO: 29y SEQ ID NO: 30 y SEQ ID NO: 31; o

(i) SEQ ID NO: 35 y SEQ ID NO: 36 y SEQ ID NO: 37; o

(iii) SEQ ID NO: 41y SEQ ID NO: 42 y SEQ ID NO: 43; o

(iv) SEQ ID NO: 47 y SEQ ID NO: 48 y SEQ ID NO: 49; o

(v) SEQ ID NO: 53 y SEQ ID NO: 54 y SEQ ID NO: 55; o

(vi) SEQ ID NO: 59y SEQ ID NO: 60 y SEQ ID NO: 61; o

(vii) SEQ ID NO: 65y SEQ ID NO: 66 y SEQ ID NO: 67; 0

(viii) SEQ ID NO: 71 y SEQ ID NO: 72y SEQ ID NO: 73; 0

(ix) SEQID NO: 77 y SEQ ID NO: 78 y SEQ ID NO: 79; o

(x) SEQ ID NO: 83 y SEQ ID NO: 84 y SEQ ID NO: 85; o

(xi) SEQ ID NO: 89y SEQ ID NO: 90y SEQ ID NO: 91; o

(xii) SEQ ID NO: 95y SEQ ID NO: 96 y SEQ ID NO: 97; 0

(xiii) SEQ ID NO: 101y SEQ ID NO: 102 y SEQ ID NO: 103;

y/o comprende una cadena ligera variable (VL) que comprende las siguientes CDR:
(i) SEQ ID NO: 32y SEQ ID NO: 33y SEQ ID NO: 34; o

(i) SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 39y SEQ ID NO: 40; o

(iii) SEQ ID NO: 44 y SEQ ID NO: 45y SEQ ID NO: 46; o

(iv) SEQ ID NO: 50 y SEQ ID NO: 51y SEQ ID NO: 52; o

(v) SEQ ID NO: 56 y SEQ ID NO: 57 y SEQ ID NO: 58; o

(vi) SEQ ID NO: 62 y SEQ ID NO: 63 y SEQ ID NO: 64; o

(vii) SEQ ID NO: 68 y SEQ ID NO: 69 y SEQ ID NO: 70; o

(viii) SEQ ID NO: 74 y SEQ ID NO: 75y SEQ ID NO: 76; o

(ix) SEQ ID NO: 80 y SEQ ID NO: 81y SEQ ID NO: 82; o

(x) SEQ ID NO: 86 y SEQ ID NO: 87 y SEQ ID NO: 88; o

(xi) SEQ ID NO: 92 y SEQ ID NO: 93 y SEQ ID NO: 94; o

(xii) SEQ ID NO: 98 y SEQ ID NO: 99 y SEQ ID NO: 100; o

(xiii) SEQ ID NO: 104 y SEQ ID NO: 105 y SEQ ID NO: 1086.

14. Una composicion para el uso, o un uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2 y 5-13 en la que la
molécula de anticuerpo tal como se define en (ii) comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada

variable (VH) seleccionada del grupo que consiste en:

SEQ ID NO: 3; SEQ ID NO: 4; SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 7; SEQ ID NO: 8; SEQ ID NO: 9; SEQ ID
NO: 10; SEQ ID NO: 11; SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO: 13; SEQ ID NO: 14; y SEQ ID NO: 15;
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y/o comprende una secuencia de aminoacidos de cadena ligera variable (VL) seleccionada del grupo que consiste
en: SEQ ID NO: 16; SEQ ID NO: 17; SEQ ID NO: 18; SEQ ID NO: 19; SEQ ID NO: 20; SEQ ID NO: 21; SEQ ID NO:
22; SEQ ID NO:23; SEQ ID NO: 24; SEQ ID NO: 25; SEQ ID NO: 26; SEQ ID NO: 27; y SEQ ID NO: 28.

15. Una composicion para el uso, o un uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2 y 5-14 en la que la
molécula de anticuerpo tal como se define en (ii) comprende las siguientes secuencias de aminoacidos de CDR:

(i) SEQ ID NO: 29y SEQ ID NO: 30 y SEQ ID NO: 31y SEQ ID NO: 32y SEQ ID NO: 33y SEQ ID NO: 34; o
(il) SEQ ID NO: 35 y SEQ ID NO: 36 y SEQ ID NO: 37 y SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 39 y SEQ ID NO: 40; o
(iii) SEQ ID NO: 41y SEQ ID NO: 42 y SEQ ID NO: 43 y SEQ ID NO: 44 y SEQ ID NO: 45y SEQ ID NO: 46; 0
(iv) SEQ ID NO: 47 y SEQ ID NO: 48 y SEQ ID NO: 49 y SEQ ID NO: 50 y SEQ ID NO: 51 y SEQ ID NO: 52; o
(v) SEQ ID NO: 53 y SEQ ID NO: 54 y SEQ ID NO: 55y SEQ ID NO: 56 y SEQ ID NO: 57 y SEQ ID NO: 58; 0
(vi) SEQ ID NO: 59 y SEQ ID NO: 60 y SEQ ID NO: 61 y SEQ ID NO: 62 y SEQ ID NO: 63 y SEQ ID NO: 64; o
(vii) SEQ ID NO: 65y SEQ ID NO: 66 y SEQ ID NO: 67 y SEQ ID NO: 68 y SEQ ID NO: 69 y SEQ ID NO: 70; o
(viii) SEQ ID NO: 71 y SEQ ID NO: 72y SEQ ID NO: 73y SEQ ID NO: 74 y SEQ ID NO: 75y SEQ ID NO: 76; o
(ix) SEQ ID NO: 77 y SEQ ID NO: 78 y SEQ ID NO: 79 y SEQ ID NO: 80 y SEQ ID NO: 81y SEQ ID NO: 82; o
(x) SEQ ID NO: 83 y SEQ ID NO: 84 y SEQ ID NO: 85y SEQ ID NO: 86 y SEQ ID NO: 87 y SEQ ID NO: 88; 0
(xi) SEQ ID NO: 89y SEQ ID NO: 90 y SEQ ID NO: 91 y SEQ ID NO: 92 y SEQ ID NO: 93y SEQ ID NO: 94; o
(xii) SEQ ID NO: 95y SEQ ID NO: 96 y SEQ ID NO: 97 y SEQ ID NO: 98 y SEQ ID NO: 99 y SEQ ID NO: 100; o

(xiii) SEQ ID NO: 101 y SEQ ID NO: 102 y SEQ ID NO: 103 y SEQ ID NO: 104 y SEQ ID NO: 105 y SEQ ID NO:
106.

16. Una composicion para el uso, o un uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2 y 5-15 en la que la
molécula de anticuerpo tal como se define en (ii) comprende las siguientes secuencias de aminoacidos:

(i) SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 16; 0
(i) SEQ IS NO: 4y SEQ ID NO: 17; 0
(iii) SEQ IS NO: 5y SEQ ID NO: 18; 0
(iv) SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 19; 0
(v) SEQ ID NO: 7y SEQ ID NO: 20; o
(vi) SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 21; 0
(vii) SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 22; o
(viii) SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 23; 0
(ix) SEQ ID NO: 11y SEQ ID NO: 24; o
(x) SEQ ID NO: 12 y SEQ ID NO: 25; o
(xi) SEQ ID NO: 13y SEQ ID NO: 26; o
(xii) SEQ ID NO: 14y SEQ ID NO: 27; 0
(xiii) SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 28.
17. Una composicion para el uso, o un uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2 y 5-12 en la que la

molécula de anticuerpo tal como se define en (ii) es capaz de competir con los anticuerpos tal como se definen en

las reivindicaciones 14-16 para impedir o reducir el enlace de FcyRIlb al dominio Fc de la molécula de anticuerpo tal
como se define en (i).
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18. Una composicion para el uso, o un uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2 y 5-16 en la que la
molécula de anticuerpo definida en (ii) impide o reduce la sefalizacion de FcyRlib.

19. Una composicion para el uso, o un uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2 y 5-18 en la que la
molécula de anticuerpo tal como se define en (ii) impide o reduce la internalizacion de la molécula de anticuerpo tal
como se define en (i) por la célula diana.

20. Una composicién para el uso, o un uso o procedimiento segun cualquier reivindicaciéon previa, en la que el
antigeno de superficie celular es CD20 y la molécula de anticuerpo tal como se define en (i) es un anticuerpo de
CD20.

21. Una composicion para el uso, o un uso o procedimiento segun la reivindicacion 20 en la que el anticuerpo de
CD20 es un anticuerpo de CD20 de tipo I.
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IgG1-CH [SEQID NO: 1]
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTF
PAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKT
HTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWINGKEY KCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPGK

»-CL [SEQIDNO: 2]
QPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGV
ETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

Fig. 34

Clon: |

VH [SEQ ID NO: 3]
EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTF§NYGMHWVRQAPGKGLEWVANISYDGSNKYYADSVKGRF

FrHl CDRHI FrH2 CDRHZ
TISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYY CAREW RDAFDIW GOGTLVTVSS
FrH CDRH3 FrH4

-VL [SEQ ID NO: 16]
QSVLTQPPSASG TPGORVTISCITGSSSNIGAGYDVHWYQQLPGTAPK LU GVPDRFSGSKSG

Fr.1 CDRELI FrL2 CDRL2 FrL3
TSASLAISGLRSEDEAD YYQAAWDDSLSGSWVFGGGTKLTVLG
CDRL3 FrL4
Regiones de CDE.

CDRH1: NYGMH [SEQID NO: 29]
CDRH2: VISYDGSNKYYADSVKG [SEQ ID NO: 30]
CDRH3: EWRDAFDI (SEQ ID NO:31]

CDRL1: TGSSSNIGAGYDVH [SEQ ID NO: 32]

CDRL2: SDNQRPS [SEQ ID NO: 33] Fig. 35
CDRL3: AAWDDSLSGSWV [SEQ ID NO: 34]
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Llﬂuz

-VH [SEQ ID NO: 4]
EVOLLESGGGLVAPGGSLRLSCAASGFTF4TYGMHWVRQAPGKGLEW VAN AYDGSKKDYADSVK GRF
TISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAREYRDAFDJWGQGTLVTVSS

-VL [SEQ ID NO: 17]

QSVLTQPPSASG TPGQRVTISCTGSSSNIGAGYDV HWYQQLPG TAPKLLIYIGNSNRPSGVPORFSGSKSG
TTASLAISG LRSEDEAD‘F‘I’EI&AWDD SUSGWthGGGTKLW LG

Regiones de CDR

CDRHI: TYGMH [SEQ IDNO: 35]
CDRH2: VIAYDGSKKDYADSVKG [SEQID NO: 36]
CDRH3: EYRDAFDI [SEQ IDNOD: 37]

CDRLI: TGSSSNIGAGYDVH [SEQ ID NO: 38]
CDRL2: GNSNRPS [SEQ ID NO: 39]
CDRL3: AAWDDSVSGWM [SEQ ID NO: 40]

Fig. 36

-VH [SEQ ID NO: 5]
EVQLLESGGGLVAPGGSLRLSCAASGFTFNNYGMHWVRQAPGKGLEW VAVISYDGSNRYYADSVKGR

FTMSRDNSKNTLYLOMMS LRAEDTAVYYCARDRWNGMDVWGOGTLVTYSS

-VL [SEQ ID NO: 18]
QSVLTQPPSASGTPGARVTISCEGSSSNIGAGY DVHWYQQLPGTAPK LLIANNQRPYGVPDRFSGSKS
GTSASLAISGLRSEDEADYYCAAWDDSLNGPWFGGGTKLTVLG

Regiones de CDR

CDRHI1: NYGMH [SEQID NO: 41]
CDRH2: VISYDGSNRYYADSVKG [SEQ ID NO: 42]
CDEH3: DEWNGMDY [SEQ ID NO: 43]

CDRLI1: SGSSSNIGAGYDVH [SEQ ID NO: 44]
CDRL2: ANNQRPS [SEQ ID NO: 45]
CDRL3: AAWDDSINGPWV [SEQ ID NO: 46]

Fig. 37
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Clon 4

-VH [SEQ ID NO: 6]
EVQLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTF $5YG MHWVROAPGKGLEW VAV ISYD GSDTAYADSVKGRF
TISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDHSVIGAFDIWGQGTLVTVSS

-VL [SEQ ID NO: 19]
QSVLTQPPSASGTPGORVTISCEGSSSNIGSNTVNWYQ QLPGTAPKLLIMDNNKRPIGVPDRFSGSKSGT
SASLAISGLRSEDEADYYCESYAGSNNVMFGGGTKLTVLG

Regiones de CDR

CDRH!: SYGMH [SEQ ID NO: 47
CDRH2: VISYDGSDTAYADSVKG [SEQ ID NO: 48]
CDRH3: DHSVIGAFDI [SEQ ID NO: 49]

CDRLI1: SGSSSNIGSNTVN [SEQID NO: 50]
CDRL2: DNNKRPS [SEQ ID NO: 51]
CDRL3: SSYAGSNNVV [SEQ ID NO: 52]

Fig. 38

Clons

-VH [SEQ ID NO: 7]
EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYGMHWVROAPGKGLEWV AV SYDGSNKYYADSVKGRF

TISRDONSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARD QLGEA FDIWGQGTLVTVSS

-VL [SEQ ID NO: 20]
QSVLTQPP SASGTPGORVTISOTGSSSNIGAGY DVHWYQOLPGTAPK LLI VPDRFSGSKSG
TSASLAISGLRSEDEADYYJATWDDSLSGPFGGGTKLTVLG

Regiones de CDR

CDRH1: NYGMH [SEQ ID NO: 53]
CDRH2: VISYDGSNEYYADSVKG [SEQ ID NO: 54]
CDRH3: DQLGEAFDI [SEQ ID NO: 55)

CDRL1: TGSSSNIGAGYDVH [SEQ IDNO: 56]

CDRL2: DNNKRPS [SEQ ID NO: 57|
CDRL3: ATWDDSLSGPV [SEQ ID NO: 58] Fig. 39
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Clo

-VH [SEQ ID NO: §]
EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFEDYGMIWVRQAPGKG LEW VSAISGSGSSTYYADSVKGIRF
TISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAG|GDIDYF DfWGQGTLVTVSS

-VL [SEQ ID NO: 21]
QSVLTQPPSASGTPGORVTISCT GSSSNFGAGY DVHWYQQLPGTAPKLLI VPDRFSGSKS

GTSASLAISGLRSEDEADYYQAAWDDSLNGPVIFGGGTHLTVLG

Regiones de CDR

CDRHI: DYGMS [SEQ D NO: 59]
CDRHZ: AISGSGSSTYYADSVEG [SEQ ID NO: 60]
CDRH3: GDIDYFDY [SEQ ID NO: 61]

CDRLI; TGSSSNFGAGYDVH [SEQ ID NO: 62]
CDRL2: ENNKRPS [SEQ ID NO: 63]
CDRL3: AAWDDSLNGPV [SEQ ID NO: 64)

Fig. 40
Clon 7
-VH [SEQ ID NO: 9]

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLS CAASGFTFEYGMHWVRQAPGKGLEWVANISYD GSNKYYADSVKGRF
TISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARERRDAFD JWGQGTLVTVSS

-VL [SEQ ID NO: 22|
QSVLTAPPSASGTPGORVTISCT GSSSNIGAGYDVHWYQQLPGTAPKLLYE DNOQRPIGVPDRFSGSKSG

TSASLAISGLRSEDEADYYOATWDSDTPWFGGGETKLTVLG

BRegiones de CDR

CDRH1: SYGMH [SEQ ID NO: 65
CDRH2: VISYDGSNKYYADSVKG [SEQ ID NO: 66]
CDRH3: ERRDAFDI [SEQ IDNO: 67]

CDRLI: TGSSSNIGAGYDVH [SEQ ID NO: 68]
CDRLZ: SDNOQRPS [SEQ IDNO: 69]
CDERL3: ATWDSDTPV [SEQ ID NO: 70]

Fig. 41
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Clop 8

“VH [SEQ ID NO: 10]
EVOLLESGGGLVAPGGSLRLSCAASGFTFSYGMHWVRQAPGK GLEW VAVISYDGSNKYYAD SVKGRF

TISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAMYY CARD HSAAGYF DfWG QG TLVTVSS

-VL [SEQ ID NO: 23]
QSVLTOPPSASGTPGORVTISCEGSSSNIGSNTVMW YQQLPGTAPKLLIGNSIRPIGGPDRFSGSKSGTS
ASLAISGLRSEDEADYYCASW DDSLSSPVFGGGTKLTVLG

Regiones de CDR

CDRHI: SYGMH [SEQ ID NO: 71]
CDRHZ: VISYDGSNEYYADSVEG [SEQ ID NO: 72]
CDRH3: DHSAAGYFDY [SEQ ID NO: 73]

CDRLI: SGSSSNIGSNTVN [SEQID NO: 74]
CDRL2: GNSIRPS [SEQ ID NO: 75]
CDRL3: ASWDDSLSSPV [SEQ IDNO: 76]

Fig. 42
Clon. 9
-VH [SEQ ID NO: 11]

EVQLLESGGGLVOPGGSLRLS CAASGFTFGSYGMHWVRQAPGKGLEWVSGISWDSAII DY AGSVKGRF
TISRDMNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKDEAAAGAFDIWGQGTLVTVSS

-VL [SEQ ID NO: 24]
QSVLTQPPSASGTPGORVTISATGSSSNIGAGY DVHWYQQLPGTAPK LLMGNTDRPSGVPDRFSGSKSG
TSASLAISGLRSEDEADYY(JAAWDDSLSGPVFGGGTKLTVIG

Regiones de CDR

CDRHI: SYGMH [SEQ ID NO: 77]
CDRH2: GISWDSAIIDYAGSVKG [SEQ ID NO: 78]
CDRH3: DEAAAGAFDI [SEQ ID NO: 79]

CDRLI1: TGSSSNIGAGYDVH [SEQ ID NO: 80]
CDRL2: GNTDRPS [SEQIDNO: 81]
CDRL3: AAWDDSLSGPVV [SEQ ID NO: §2]

Fig. 43
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Clon 10

-VH [SEQID NO: 12]
EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS5YGMHWVRQAPGKGLEW MANISYDGSNKYYADSVKGER
FTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARELY DAFDIWGQGTLVTVSS

-VL [SEQ ID NO: 25]
QSVLTQPPSASGTPGORVTISTGSSSNIGAGYDVHWYQQLPGTAPKLUYAD DHRPIGVPDRFSGSKSG
TSASLAISGLRSEDEADYY(JASW DDSQRAVIFGGGTKLTVLG

Regiones de CDR

CDRHI1: SYGMH [SEQ ID NO: 83]
CDRH2: VISYDGSNEYYADSVEG [SEQ ID NO: 84]
CDRH3: ELYDAFDI [SEQ IDNO: 85]

CDRLI: TGSSSNIGAGYDVH [SEQ ID NO: 86]
CDRL2: ADDHRPS [SEQ ID NO: 87]
CDRL3: ASWDDSQRAVI [SEQ ID NO: 88]

Fig. 44
Clon 11
=VH [SEQ ID NO: 13}

EVOLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSEYG MHWVRQAPGK GLEW VAVISYDG SNKYYADSVKGRF
TISRDNSQNTLYLQMNSLRA EDTAVYYCAREF GYIILDYIWGQG TLVTVSS

-VL [SEQ ID NO: 26]
QSVLTOPPSASGTPGQRVTISCEGSSSNIGSNTVMWYQQLPGTAPKLLIYRDYERPSGVPDRF SGSKSGTS

ASLAISGLRSEDEADYYOMAWD DS LSGUWIFGEGTELTVLG

Regiones de CDR

CDRH1: SYGMH [SEQ ID NO: 89]
CDRH2: VISYDGSNKYYADSVKG [SEQ ID NO: 90]
CDRH3: EFGYIILDY [SEQ ID NO:91]

CDRL1: SGSSSNIGSNTWVN [SEQ ID NO: 92]
CDRL2: RDYERPS [SEQ ID NO: 93]
CDRL3: MAWDDSLSGVV [SEQ ID NO: 94)

Fig. 45
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Clonl2

_VH [SEQ ID NO: 14]
EVQLLESGGGLVAPGGSLRLSCAASGFTFSNHGMHWVROAPGKGLEWVAVISYDGTNKYYADSVRGR
FTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARETWDAFDVW GQGTLVTVYSS

-VL [SEQ ID NO: 27]
QSVLTQPPSASGT PGQRVTISCEGSSSNIGSNNANWYQOLPGTAPKLLIYDNNKRPSGVP DRFSGSKSGT
SASLAISGLRSEDEADYY(JQAWDSSTVVFGGGTKLTVLG

Regiones de CDR

CDRH1: NHGMH [SEQ ID NO: 95]
CDRH2: VISYDGTNKYYADSVRG [SEQ ID NO: 96]
CDRH3: ETWDAFDV [SEQ ID NO: 97)

CDRL1; SGSSSMIGSNNAN [SEQ ID NO: 98]
CDRLZ: DNNERPS [SEQ ID NO: 99]
CDRL3: QAWDSSETVV [SEQ ID NO: 100]

Fig. 46

Clon 13

-VH [SEQ ID NO: 15]
EVQLLESGGGLVOPGGSLALSCAASG FTLYSYGISWVROA PGKGLEWVSGISGSGGNTYYADSVKGRFT!

SRONSKENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCASSVGAYAN DAFD WGOGTLYTVSS

-VL [SEQ ID NO: 28]
QSVLTOPPSASGTPGARVTISCTGSSSNIGAGYDVHWY QQLPG TAPKLLYGD TNRPYGVPDRFSGSKSG

TSASLAISGLRSEDEADYY(AAWDDSINGPVFGGGTKLTVLG

Regiones de CDR

CDRHI: SYGIS [SEQ ID NO: 101]
CDRH2: GISGSGGNTYYADSVKG [SEQ ID NO: 102]
CDRH3: SVCGAYANDAFDI [SEQID KO: 103]

CDRLI: TGSSSNIGAGYDVH [SEQ ID NO: 104]

CDRL2: GDTNRPS [SEQ IDNO: 105]
CDRL3: AAWDDSLNGPV [SEQ ID NO: 106] Fig. 47
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