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DESCRIPCION
Moléculas de unién a 4-1BB

Campo de la invencién

La presente divulgacion se refiere a anticuerpos y particularmente a anticuerpos que se unen a 4-1BB humano.
Antecedentes

4-1BB (también denominado CD137, TNFRSF9, etc.) es una proteina transmembrana de la superfamilia del receptor
de factor de necrosis tumoral (TNRFS). El conocimiento actual de 4-1BB indica que la expresion depende en general
de la activacion y esta presente en un subconjunto amplio de células inmunes incluyendo células NKT y NK
activadas, linfocitos T reguladores, células dendriticas (DC), mastocitos estimulados, células mieloides en
diferenciacion, monocitos, neutréfilos y eosindfilos (Wang, 2009, Immunological Reviews 229: 192-215). También se
ha demostrado expresion de 4-1BB en vasculatura tumoral (Broll, 2001, Amer. J Clin. Pathol. 115(4):543-549;
Seaman, 2007, Cancer Cell 11: 539-554) y en sitios de endotelio ateroesclerético o inflamado (Drenkard, 2007
FASEB J. 21: 456-463; Olofsson, 2008, Circulation 117: 1292-1301). El ligando que estimula 4-1BB, es decir, ligando
de 4-1BB (4-1BBL), se expresa en células presentadoras de antigeno activadas (APC), células progenitoras
mieloides y células madre hematopoyéticas.

4-1BB humano es una proteina de 255 aminoacidos (N.° de Ref. NM_001561; NP_001552). La secuencia de
aminoacidos de 4-1BB humano completa se proporciona en SEQ ID NO: 68. La proteina comprende una secuencia
sefial (restos aminoacidicos 1-17), seguido de un dominio extracelular (169 aminoacidos), una region
transmembrana (27 aminoacidos) y un dominio intracelular (42 aminoacidos) (Cheuk ATC y col. 2004 Cancer Gene
Therapy 11: 215-226). El receptor se expresa en la superficie celular en formas monoméricas y diméricas y
probablemente trimeriza con ligando de 4-1BB para la sefal.

Numerosos estudios de linfocitos T humanos y murinos indican que 4-1BB promueve la proliferacion celular
potenciada, supervivencia y produccion de citocinas (Croft, 2009, Nat Rev Immunol 9:271-285). Estudios han
indicado que algunos mAb agonistas de 4-1BB aumentan la expresion molecular coestimuladora y potencian
notablemente las respuestas de linfocitos T citoliticos, dando como resultado eficacia antitumoral en diversos
modelos. Los mAb agonistas de 4-1BB han demostrado eficacia en ambientes profilacticos y terapéuticos. Ademas,
los modelos de monoterapia de 4-1BB y terapia de combinacion de tumores han establecido respuestas de memoria
de linfocitos T protectoras antitumorales duraderas (Lynch, 2008, Immunol Rev. 22: 277-286). También se ha
mostrado que los agonistas de 4-1BB inhiben reacciones autoinmunes en una diversidad de modelos de
autoinmunidad reconocidos en la técnica (Vinay, 2006, J Mol Med 84:726-736). Esta actividad dual de 4-1BB ofrece
el potencial para proporcionar actividad antitumoral mientras amortigua los efectos secundarios autoinmunes que
pueden asociarse con enfoques de inmunoterapia que rompen la tolerancia inmune.

El documento WO2005/035584 desvela un mAb 20H4.9 agonista humano que se une a CD137 de ser humano y de
mono, pero no al de raton. Logan y col. (Journal of Immunotherapy, 31 (9), noviembre de 2008, pagina 956)
desvelan un agonista humano contra CD137 para el tratamiento del cancer.

Existe una necesidad largamente sentida no satisfecha de anticuerpos que se unan a 4-1BB humano, aumenten una
respuesta mediada por 4-1BB y proporcionen por lo tanto un agente terapéutico potencial para el tratamiento de
diversas enfermedades y afecciones, incluyendo cancer.

Sumario

Es un objeto de la divulgacion proporcionar una molécula de union aislada que se une a 4-1BB humano, tal como un
anticuerpo o un fragmento de unién del mismo, o derivado del mismo. Es otro objeto de la divulgacion proporcionar
una composicion que comprende una molécula de unién que se une a 4-1BB. También es un objeto de la presente
divulgacién proporcionar procedimientos para tratar una enfermedad y/o afeccidon asociada con o mediada por
sefializacion de 4-1BB usando una o mas moléculas de unién de la divulgacion. Estos y otros objetos de la
divulgacion se describen mas completamente en el presente documento.

En algunos aspectos, la divulgacion proporciona anticuerpos aislados que se unen a 4-1BB humano.

Basandose en la divulgacion presentada en el presente documento, la presente invencion proporciona un anticuerpo
aislado, o parte de unién a antigeno del mismo, que se une a 4-1BB humano, en el que dicho anticuerpo o parte de
unién a antigeno comprende:

(a) una H-CDR1 como se expone en la SEQ ID NO: 29;
(b) una H-CDR2 como se expone en la SEQ ID NO: 30;
(c) una H-CDR3 como se expone en la SEQ ID NO: 31;
(d) una L-CDR1 como se expone en la SEQ ID NO: 34;
(e) una L-CDR2 como se expone en la SEQ ID NO: 35; y
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(f) una L-CDR3 como se expone en la SEQ ID NO: 36.

En otro aspecto particular, el anticuerpo aislado se une a 4-1BB humano con una Kp de 600 nM o menos, 100 nM o
menos, 50 nM o menos, 10 nM o menos, 5 nM o0 menos o 1 nM o menos, para el dominio extracelular de 4-1BB
humano segun se midié con el ensayo de BlAcore descrito en la presente divulgacion.

En un aspecto particular adicional, el anticuerpo aislado comprende una secuencia de aminoacidos de cadena Vy
como se expone en SEQ ID NO: 43.

En un aspecto particular adicional, el anticuerpo aislado comprende una secuencia de aminoacidos de cadena V.
como se expone en SEQ ID NO: 45

En un aspecto particular adicional, el anticuerpo aislado comprende una secuencia de aminoacidos de dominio Vy
como se expone en SEQ ID NO: 43 y comprende adicionalmente una secuencia de aminoacidos de dominio V.
como se expone en SEQ ID NO: 45.

En un aspecto particular adicional, la presente divulgacion proporciona un anticuerpo aislado que se une a 4-1BB
humano, que comprende una region variable de cadena pesada que es el producto de, o deriva de, un gen Vy 3-23,
gen Vu 1-69 o Vi 5 humanos. En otro aspecto particular, la presente divulgacion proporciona un anticuerpo aislado
que se une a 4-1BB humano que comprende una region variable de cadena ligera que es el producto de, o deriva
de, un gen V. A3 0 A1-13 humano.

En algunas realizaciones, los anticuerpos aislados descritos en el presente documento tienen una o mas de las
siguientes propiedades o caracteristicas:

a) se unen especificamente a 4-1BB humano;

b) se unen a 4-1BB de cynomolgus y humano;

c) se unen a 4-1BB humano o 4-1BB de cynomolgus pero no 4-1BB de rata o de raton;
d) son una IgG, tal como IgG1, 1IgG2, IgG3 o0 1gG4; y

€) son anticuerpos humanos o anticuerpos humanizados.

En algunos otros aspectos, la presente divulgacion proporciona una parte de union a antigeno de cualquiera de los
anticuerpos proporcionados por la presente divulgacion. En algunas realizaciones, la parte de unién a antigeno es
fragmento Fab o scFv.

En algunos aspectos adicionales, la presente divulgacion proporciona un derivado de cualquiera de los anticuerpos
proporcionados por la presente divulgacion.

En algunos otros aspectos, la invencion proporciona un acido nucleico aislado que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica un anticuerpo de la invencion.

En algunos aspectos adicionales, la invencion proporciona un vector que comprende cualquiera de los acidos
nucleicos descritos en el presente documento. En un aspecto adicional mas, la invenciéon proporciona una célula
huésped que comprende cualquiera de los vectores descritos en el presente documento. Tales células huésped
pueden ser bacterianas o de mamifero.

En algunos aspectos adicionales, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un
anticuerpo o parte de unién a antigeno del mismo de la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona un anticuerpo, o una parte de unién a antigeno del mismo, o una
composicion farmacéutica, para su uso en el tratamiento del crecimiento celular anémalo en un sujeto. En un
aspecto adicional mas, la divulgacion proporciona una molécula de unién, o una composicion farmacéutica, como se
describe en el presente documento, para su uso en el tratamiento de metastasis de células tumorales en un sujeto
que lo necesite. En un aspecto adicional mas, la divulgacion proporciona un uso de cualquiera de las moléculas de
unién, o una composicion farmacéutica descrita en el presente documento, para la fabricacion de un medicamento
para el tratamiento de metastasis de células tumorales en un sujeto que lo necesite.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 son cuatro graficos de barras que muestran la intensidad de fluorescencia media de PBMC primarias
no estimuladas (negro) y estimuladas con PHA (gris claro) de seres humanos (arriba a la izquierda), cynomolgus
(arriba a la derecha), perro (abajo a la izquierda) y rata (abajo a la derecha) incubadas con el anticuerpo de 4-
1BB indicado o anticuerpo control conjugado con Alexafltior 647. El panel demuestra union a PBMC humanas y
de cynomolgus estimuladas con PHA.

La Figura 2 son dos graficos de lineas que muestran actividad indicadora de luciferasa en células 293T que
expresan 4-1BB que se han estimulado con varias concentraciones de mAb especifico de 4-1BB o mAb control
de isotipo. El panel izquierdo demuestra actividad indicadora en células que expresan 4-1BB de cynomolgus. El
panel derecho demuestra actividad en células que expresan 4-1BB humano. Los datos se expresan como
estimulacion en veces por encima del control de isotipo.
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La Figura 3 (3A y 3B) son graficos de lineas que muestran la concentracion de IL-2 humana presente en el medio
de cultivo celular después de 72 horas de estimulacién de linfocitos T humanos con anti-CD3 y varias
concentraciones de anticuerpos de 4-1BB. Cada panel (A y B) representa un donante individual.

La Figura 4 es un diagrama de dispersién que muestra la expansion de células mononucleares de sangre
periférica humana en ratones que se han tratado con mAb de 4-1BB o mAb control de isotipo. Los datos se
expresan como el porcentaje de células que expresan CD45 humano en la sangre periférica de ratones NSG
individuales en los dias del estudio 24-28 a los que se habia inyectado seis millones de células mononucleares
de sangre periférica humana el dia 0 y se habia inyectado mAb 4-1BB o mAb control de isotipo 1 mg/k el dia 9.
La significacion estadistica se determiné usando un ensayo de Mann-Whitney de dos colas *p<0,05, **p<0,005.
Sin HBPT se refiere a animales a los que no se inyecto células humanas.

La Figura 5 son dos graficos de barras que muestran el cambio en linfocitos T de memoria centrales CD8
proliferantes en varios puntos temporales después de la administracion de mAb de 4-1BB en monos cynomolgus.
Los datos se muestran como columnas que representan animales individuales designados como (nivel de dosis-
numero de animal) y se representan como cambio intra-animal en el nimero de células Ki-67+ en relacion con el
numero pre estudio {[(numero de células Ki-67+ en el dia del estudio indicado - nimero de células Ki-67+ en
predosis)/nimero de células Ki-67+ en predosis]*100}. Las células de memoria centrales CD8 se identificaron
como CD3+, CD8+, CD28+ y CD95+.

La Figura 6 son graficos de linea que muestran el crecimiento de tumores a los que se habia inyectado células
tumorales por via subcutanea (PC3, panel izquierdo; LOVO, panel derecho) y células mononucleares de sangre
periférica humana el dia de estudio 0. Se inyecto a los ratones 10 mg/kg de los mAb 4-1BB indicados en el dia 0.
La Figura 7 panel izquierdo es un diagrama de dispersion que muestra el porcentaje de PBMC que son positivas
para el marcador de superficie de linfocitos T CD8+ y han incorporado el analogo de nucledsido BrdU después
de tratamiento de ratones knock in 4-1BB con mAb de 4-1BB o control de vehiculo. El panel derecho es un
grafico de lineas que muestra el crecimiento de tumores de melanoma murino inyectados por via subcutanea en
ratones knock in 4-1BB y tratados con la concentracion indicada de mAb de 4-1BB.

La Figura 8 muestra alineamientos de secuencias de aminoacidos de las regiones variables de cadena pesada y
las regiones variables de cadena ligera (con las CDR subrayadas) con secuencias de linea germinal relevantes.

Descripcion detallada

A. Definiciones

A no ser que se defina de otro modo en el presente documento, los términos cientificos y técnicos usados en
relacion con la presente divulgacion tendran los significados que se entienden habitualmente por los expertos en la
materia. Ademas, a no ser que se requiera de otro modo por contexto, los términos singulares incluiran pluralidades
y los términos plurales incluiran el singular. Generalmente, las nomenclaturas usadas en relacién con, y técnicas de,
cultivo celular y tisular, biologia molecular, inmunologia, microbiologia, genética y quimica de acido nucleico y
proteinas e hibridacion descritas en el presente documento son las bien conocidas y habitualmente usadas en la
materia.

Como se usa en el presente documento, cada uno de los siguientes términos tiene el significado asociado con él en
esta seccion.

La expresion “anticuerpo de 4-1BB” se refiere a un anticuerpo, como se define en el presente documento, capaz de
unirse al receptor 4-1BB humano.

Las expresiones “4-1BB” y “receptor 4-1BB” se usan de forma intercambiable en la presente solicitud e incluyen el
receptor 4-1BB humano, asi como variantes, isoformas y homoélogos de especie del mismo. En consecuencia, una
molécula de unién, como se define y se desvela en el presente documento, también puede unirse a 4-1BB de
especies distintas del ser humano. En otros casos, una molécula de unién puede ser completamente especifica para
4-1BB humano y puede no mostrar reactividad cruzada de especie o de otro tipo.

Los articulos “un” y “una” se refieren a uno o mas de uno (es decir, al menos uno) del objeto gramatical del articulo.
Como ejemplo, “un elemento” significa un elemento o mas de un elemento.

El término “agonista” se refiere a una molécula de unién, como se describe en el presente documento, que tras
union a 4-1BB, (1) estimula o activa 4-1BB, (2) potencia, aumenta, promueve, induce o prolonga una actividad,
funcion o presencia de 4-1BB o (3) potencia, aumenta, promueve o induce la expresion de 4-1BB.

El término “aminoacido” se refiere a aminoacidos sintéticos y de origen natural, asi como analogos de aminoacidos y
miméticos de aminoacidos que actuan de forma similar a los aminoacidos de origen natural. Los aminoacidos de
origen natural son los codificados por el codigo genético, asi como los aminoacidos que se modifican
posteriormente, por ejemplo, hidroxiprolina, gamma-carboxiglutamato y O-fosfoserina. La expresion “analogos de
aminoacidos” se refiere a compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que un aminoacido de origen
natural pero el grupo carboxi C-terminal, el grupo amino N-terminal o el grupo funcional de cadena lateral se ha
modificado quimicamente a otro grupo funcional. La expresion “miméticos de aminoacidos” se refiere a compuestos
quimicos que tienen una estructura que es diferente de la estructura quimica general de un aminoacido, pero que
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actua de forma similar a un aminoacido de origen natural.

El término “anticuerpo” es un término reconocido en la técnica y se refiere a una proteina de unién a antigeno (es
decir, inmunoglobulina) que tiene una estructura de cadena de cuatro polipéptidos basica que consiste en dos
cadenas pesadas (H) idénticas y dos cadenas ligeras (L) idénticas. Cada cadena L se une a una cadena H por un
enlace disulfuro covalente, mientras que las dos cadenas H estan unidas entre si por uno o mas enlaces disulfuro
dependiendo del isotipo de cadena H. Cada cadena pesada tiene, en el extremo N-terminal, una regién variable
(abreviada en el presente documento como V4) seguido de una region constante. La region constante de cadena
pesada esta compuesta por tres dominios, Cni, Chz y Chs. Cada cadena ligera tiene, en el extremo N-terminal, una
region variable (abreviada en el presente documento como V| ) seguido de una regién constante en su otro extremo.
La region constante de cadena ligera esta compuesta por un dominio, C.. La V| se alinea con la Vy y el C, se alinea
con el primer dominio constante de la cadena pesada (CH1). El emparejamiento de una V4 y V| juntas forma un sitio
de unién a antigeno sencillo. Un anticuerpo IgM consiste en 5 de las unidades heterotetraméricas basicas junto con
un polipéptido adicional denominado cadena J y por lo tanto contiene 10 sitios de unién a antigeno, mientras que los
anticuerpos IgA secretados pueden polimerizar para formar ensamblajes polivalentes que comprenden 2-5 de las
unidades de 4 cadenas basicas junto con cadena J.

Las regiones V4 y Vi pueden subdividirse adicionalmente en regiones de hipervariabilidad denominadas regiones
determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas
regiones flanqueantes (FR). Las regiones CDR pueden determinarse usando los sistemas de numeracion de Kabat o
Chothia, ambos de los cuales se conocen bien por los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Kabat, E. A., y
col. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicion, Departamento de Salud y Servicios
Humanos de los Estados Unidos, Publicacion de NIH N.° 91-3242; Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987).
Cada V4 y V. esta compuesta de tres CDR y cuatro FR dispuestas de amino terminal a caboxi terminal en el
siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. A lo largo de la presente divulgacion, las tres CDR de la
cadena pesada se denominan H-CDR1, H-CDR2 y H-CDRS3. De forma similar, las tres CDR de la cadena ligera se
denominan L-CDR1, L-CDR2 y L-CDRS3. Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera contienen un
dominio de union que interacciona con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar la
union de la inmunoglobulina a tejidos huésped o factores, incluyendo diversas células del sistema inmune (por
ejemplo, células efectoras) y el primer componente (Clg) del sistema del complemento clasico. Dentro de las
cadenas ligera y pesada, las regiones variables y constantes se unen por una regién “J” de aproximadamente 12 o
mas aminoacidos, incluyendo la cadena pesada también una regién “D” de aproximadamente 10 o mas
aminoacidos. Véase, en general, Fundamental Immunology C. 7 (Paul, W., ed., 22 ed. Raven Press, N.Y. (1989)).

La cadena L de cualquier especie de vertebrado puede asignarse a uno o dos tipos claramente distintos, llamados
kappa y lambda, basandose en las secuencias de aminoacidos de sus dominios constantes. Dependiendo de la
secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas (CH), los anticuerpos pueden asignarse a
diferentes clases o isotipos. Existen cinco clases de anticuerpos: IgA, IgD, IgE, 1gG y IgM, que tienen cadenas
pesadas designadas a (alfa), o (delta), ¢ (épsilon), y (gamma) y u (mu), respectivamente. La clase IgG de anticuerpo
puede clasificarse adicionalmente en cuatro subclases IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 por las cadenas pesadas gamma Y1
— Y4, respectivamente.

La expresion “derivado de anticuerpo” o “derivado” de un anticuerpo se refiere a una molécula que es capaz de
unirse al mismo antigeno (por ejemplo, 4-1BB) al que se une el anticuerpo y comprende una secuencia de
aminoacidos del anticuerpo ligada a una entidad molecular adicional. La secuencia de aminoacidos del anticuerpo
que esta contenida en el derivado de anticuerpo puede ser una cadena pesada de longitud completa, una cadena
ligera de longitud completa, cualquier parte o partes de una cadena pesada de longitud completa, cualquier parte o
partes de la cadena ligera de longitud completa del anticuerpo, cualquier otro fragmento o fragmentos de un
anticuerpo o el anticuerpo completo. La entidad molecular adicional puede ser una molécula quimica o bioldgica. Los
ejemplos de entidades moleculares adicionales incluyen grupos quimicos, aminoacidos, péptidos, proteinas (tales
como enzimas, anticuerpos) y compuestos quimicos. La entidad molecular adicional puede tener cualquier utilidad,
tal como para su uso como un agente de deteccion, etiqueta, marcador, agente farmacéutico o terapéutico. La
secuencia de aminoacidos de un anticuerpo puede unirse o ligarse a la entidad molecular adicional por acoplamiento
quimico, fusién genética, asociacion no covalente o de otro modo. La expresion “derivado de anticuerpo” también
abarca anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados y moléculas que derivan de modificaciones de las
secuencias de aminoacidos de un anticuerpo de 4-1BB, tal como sustituciones, adiciones e inserciones de
aminoacidos.

La expresion “fragmento de union a antigeno” o “parte de unién a antigeno” de un anticuerpo se refiere a una o mas
partes de un anticuerpo que conservan la capacidad de unirse al antigeno al que se une el anticuerpo (por ejemplo,
4-1BB). Los ejemplos de “fragmento de unién a antigeno” de un anticuerpo incluyen (i) un fragmento Fab, un
fragmento monovalente que consiste en los dominios Vi, Vy, CL y Chys; (ii) un fragmento F(ab’);, un fragmento
bivalente que comprende dos fragmentos Fab ligados por un puente disulfuro en la regidn bisagra; (iii) un fragmento
Fd que consiste en los dominios Vi y Chys; (iv) un fragmento Fv que consiste en los dominios V. y V4 de una rama
sencilla de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward y col., Nature 341:544-546 (1989)), que consiste en un
dominio Vy; y (vi) una region determinante de complementariedad (CDR) aislada.
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La expresion “molécula de unién” abarca (1) anticuerpo, (2) fragmento de union a antigeno de un anticuerpo y (3)
derivado de un anticuerpo, cada uno como se ha definido en el presente documento.

La expresion “uniendo 4-1BB”, “une 4-1BB”, “uniéndose a 4-1BB” o “se une a 4-1BB” se refiere a la uniéon de una
molécula de unién, como se ha definido en el presente documento, al 4-1BB humano en un ensayo in vitro, tal como
un ensayo BlAcore como se describe en el Ejemplo 6, con una afinidad (Kp) de 500 nM o menos.

La expresion “anticuerpo quimérico” se refiere a un anticuerpo que comprende secuencias de aminoacidos
derivadas de diferentes especies animales, tales como las que tienen una region variable derivada de un anticuerpo
humano y una region constante de inmunoglobulina murina.

La expresiéon “competir por la unién” se refiere a la interaccion de dos anticuerpos en su unién con una diana de
union. Un primer anticuerpo compite por union con un segundo anticuerpo si la unién del primer anticuerpo con su
epitopo afin se reduce de forma detectable en presencia del segundo anticuerpo en comparacion con la unién del
primer anticuerpo en ausencia del segundo anticuerpo. La alternativa, en la que la unién del segundo anticuerpo con
su epitopo también se reduce de forma detectable en presencia del primer anticuerpo, puede darse, pero no es
necesario. Es decir, un primer anticuerpo puede inhibir la unién de un segundo anticuerpo con su epitopo sin que el
segundo anticuerpo inhiba la unién del primer anticuerpo con su epitopo respectivo. Sin embargo, cuando cada
anticuerpo inhibe de forma detectable la unién del otro anticuerpo con su epitopo afin, en el mismo, mayor o menor
grado, se dice que los anticuerpos “compiten de forma cruzada” entre si por la unién de su epitopo o epitopos
respectivos.

El término “epitopo” se refiere a una parte de un antigeno a la que se une un anticuerpo (o fragmento de union a
antigeno del mismo). Los epitopos pueden formarse a partir de aminoacidos contiguos o aminoacidos no contiguos
yuxtapuestos por plegamiento terciario de una proteina. Los epitopos formados a partir de aminoacidos contiguos se
conservan tipicamente en exposicion a disolventes desnaturalizantes mientras que los epitopos formados por
plegamiento terciario tipicamente se pierden tras tratamiento con disolventes desnaturalizantes. Un epitopo puede
incluir diversos nimeros de aminoacidos en una conformacién espacial Unica. Los procedimientos para determinar la
conformacioén espacial de epitopos incluyen, por ejemplo, cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear
bidimensional. Véase, por ejemplo, Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66, G. E.
Morris, Ed. (1996). Una vez que se determina un epitopo deseado en un antigeno, puede generarse anticuerpos
para ese epitopo, por ejemplo, usando las técnicas descritas en el presente documento. La generacion y
caracterizacion de anticuerpos también puede dilucidar informacién acerca de epitopos deseables. A partir de esta
informacion, es posible después explorar de forma competitiva anticuerpos con respecto a unién al mismo epitopo.
Un enfoque para conseguir esto es realizar estudios de competiciéon cruzada para encontrar anticuerpos que se
unan de forma competitiva entre si, es decir, los anticuerpos compiten por unién al antigeno. Se describe un
procedimiento de alto rendimiento para “agrupamiento” de anticuerpos basandose en su competicién cruzada en la
Publicacion de PCT N.° WO 03/48731.

La expresion “linea germinal” se refiere a las secuencias de nucleétidos de los genes y segmentos génicos de
anticuerpo a medida que pasan de los padres a la descendencia mediante las células germinales. La secuencia de
linea germinal se distingue de las secuencias de nucledtidos que codifican anticuerpos en linfocitos B maduros que
se han alterado por acontecimientos de recombinacién e hipermutacién durante el transcurso de maduraciéon de
linfocitos B.

La expresion “sitios de glucosilacion” se refiere a restos aminoacidicos que se reconocen por una célula eucariota
como localizaciones para la unién de restos de azucar. Los aminoacidos en los que se une un carbohidrato, tal como
oligosacarido, son tipicamente restos de asparagina (engarce N), serina (engarce O) y treonina (engarce O). El sitio
especifico de unién se sefializa tipicamente por una secuencia de aminoacidos, denominada en el presente
documento “secuencia de sitio de glucosilacion”. La secuencia de sitios de glucosilacién para glucosilacion ligada a
N es: -Asn-X-Ser o -Asn-X-Thr-, en la que X puede ser cualquiera de los aminoacidos convencionales, distinto de
prolina. Las expresiones “ligado a N” y “ligado a O” se refiere al grupo quimico que sirve como el sitio de unién entre
la molécula de azucar y el resto aminoacidico. Los azlcares ligados a N se unen a través de un grupo amino; los
azucares ligados a O se unen a través de un grupo hidroxilo. La expresiéon “ocupaciéon de glucano” se refiere a la
existencia de un resto carbohidrato ligado a un sitio de glucosilacion (es decir, el sitio glucano esta ocupado).
Cuando existen al menos dos sitios de glucosilacion potenciales en un polipéptido, pueden estar ocupados ninguno
(ocupacion de sitio de glucano 0), uno (ocupacion de sitio de glucano 1) o ambos (ocupacion de sitio de glucano 2)
sitios por un resto carbohidrato.

La expresion “célula huésped” se refiere a un sistema celular que puede modificarse por ingenieria genética para
generar proteinas, fragmentos de proteinas o péptidos de interés. Las células huésped incluyen, sin limitacion,
células cultivadas, por ejemplo, células cultivadas de mamifero derivadas de roedores (ratas, ratones, cobayas o
hamsteres) tales como CHO, BHK, NSO, SP2/0, YB2/0; o tejidos humanos o células de hibridoma, células de
levadura y células de insectos y células comprendidas dentro de un animal transgénico o tejido cultivado. El término
abarca no solamente la célula objeto particular sino también la descendencia de una célula tal. Debido a que pueden
producirse ciertas modificaciones en generaciones posteriores debido a mutacion o influencias ambientales, dicha
descendencia puede no ser idéntica a la célula parental, pero aun estan incluidas dentro del ambito de la expresion
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“célula huésped”.

La expresién “anticuerpo humano” se refiere a un anticuerpo en el que las secuencias de aminoacidos completas de
las cadenas ligeras y cadenas pesadas son de los genes de inmunoglobulina humana. Un anticuerpo humano puede
contener cadenas de carbohidrato murinas si se produce en un ratén, en una célula de ratén o en un hibridoma
derivado de una célula de ratén. Los anticuerpos humanos pueden prepararse de una diversidad de maneras
conocidas en la técnica.

La expresion “anticuerpo humanizado” se refiere a un anticuerpo quimérico que contiene restos aminoacidicos
derivados de secuencias de anticuerpo humanas. Un anticuerpo humanizado puede contener algunas o todas las
CDR de un anticuerpo animal no humano mientras que las regiones flanqueantes y constantes del anticuerpo
contienen restos aminoacidicos derivados de secuencias de anticuerpos humanos.

La expresion “anticuerpo ilustrativo” se refiere a uno cualquiera de los anticuerpos descritos en la divulgacion y
designados MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480, MOR-7480.1, MOR-7480.2, MOR-7483, MOR-7483.1 y MOR-
7483.2. Estos anticuerpos pueden estar en cualquier clase (por ejemplo, IgA, IgD, IgE, IgG e IgM). Por lo tanto, cada
anticuerpo identificado anteriormente abarca anticuerpos en las cinco clases que tienen las mismas secuencias de
aminoacidos para las regiones V. y V4. Ademas, los anticuerpos en la clase IgG pueden estar en cualquier subclase
(por ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4). Por lo tanto, cada anticuerpo identificado anteriormente en la subclase 1gG
abarca anticuerpos en las cuatro subclases que tienen las mismas secuencias de aminoacidos para las regiones V.
y Vh. Las secuencias de aminoacidos de las regiones constantes de cadena pesada de anticuerpos humanos en las
cinco clases, asi como en las cuatro subclases de IgG se conocen en la técnica. Como ejemplos, las secuencias de
aminoacidos de las regiones constantes IgG1 e IgG2 humanas se proporcionan en SEQ ID NO: 69 y 71,
respectivamente. La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de longitud completa para la subclase 1gG2 de
cada uno de los anticuerpos ilustrativos se proporciona en la divulgacion.

La expresion “anticuerpo aislado” o “molécula de unién aislada” se refiere a un anticuerpo o a una molécula de
union, como se ha definido en el presente documento, que: (1) no esta asociada con componentes asociados de
forma natural que le acompafien en su estado nativo; (2) esta sin otras proteinas de la misma especie; (3) se
expresa por una célula de una especie diferente; o (4) no aparece en la naturaleza. Los ejemplos de anticuerpos
aislados incluyen un anticuerpo de 4-1BB cuya afinidad se ha purificado usando 4-1BB, un anticuerpo de 4-1BB que
se ha generado por hibridomas u otra linea celular in vitro y un anticuerpo de 4-1BB derivado de un animal
transgeénico.

La expresion “acido nucleico aislado” se refiere a una molécula de acido nucleico de origen genémico, ADNc o
sintético, o una combinacién de los mismos, que se separa de otras moléculas de acido nucleico presentes en la
fuente natural del acido nucleico. Por ejemplo, con respecto a ADN gendmico, el término “aislado” incluye moléculas
de acido nucleico que se separan del cromosoma con el que el ADN gendmico esta asociado de forma natural.
Preferentemente, un acido nucleico “aislado” esta sin secuencias que flanquean de forma natural el acido nucleico
(es decir, secuencias localizadas en los extremos 5’ y 3’ del acido nucleico de interés).

El término “ks” se refiere a la constante de tasa de asociacidon de una interaccidon anticuerpo-antigeno particular,
mientras que el término “ky” se refiere a la constante de tasa de disociacion de una interaccion anticuerpo-antigeno
particular.

El término “Kp” se refiere a la constante de disociacion en equilibrio de una interaccion anticuerpo-antigeno
particular. Se obtiene de la relacion de kg a ki (es decir, ka/ka) y se expresa como una concentracion molar (M). Kp se
usa como una medida de la afinidad de unién de un anticuerpo a su compafero de unién. Cuanto menor sea la Kp,
mas estrechamente esta unido el anticuerpo, o mayor es la afinidad entre el anticuerpo y el antigeno. Por ejemplo,
un anticuerpo con una constante de disociacién nanomolar (nM) se une mas estrechamente a un antigeno particular
que un anticuerpo con una constante de disociacion micromolar (uM). Los valores de Kp para anticuerpos pueden
determinarse usando procedimientos bien establecidos en la técnica. Un procedimiento para determinar la Kp de un
anticuerpo es usando resonancia de plasmén superficial, tipicamente usando un sistema biosensor tal como un
sistema Biacore®. Un procedimiento de ensayo que usa el sistema BIACORE™ (ensayo BlAcore) se describe en la
seccion de Ejemplos de la presente divulgacion.

El término “mamifero” se refiere a cualquier especie animal de la clase Mammalia. Los ejemplos de mamiferos
incluyen: seres humanos; animales de laboratorio tales como ratas, ratones, simios y cobayas; animales domésticos
tales como gatos, perros, conejos, vacas, ovejas, cabras, caballos y cerdos y animales salvajes cautivos tales como
leones, tigres, elefantes y similares.

La expresion “anticuerpo monoclonal’” se refiere a un anticuerpo obtenido de una poblacién de anticuerpos
sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprende la poblaciéon son idénticos
excepto para posibles mutaciones de origen natural que pueden estar presentes en cantidades menores. Los
anticuerpos monoclonales son altamente especificos, dirigiéndose contra un sitio antigénico sencillo. Ademas, a
diferencia de preparaciones de anticuerpo policlonal que incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes
determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal se dirige contra un determinante sencillo en el antigeno.
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Ademas de su especificidad, los anticuerpos monoclonales son ventajosos en tanto que pueden sintetizarse no
contaminados por otros anticuerpos. El modificador “monoclonal” no debe interpretarse como que requiera
produccion del anticuerpo por cualquier procedimiento particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales pueden
prepararse por la metodologia de hibridoma o pueden realizarse usando procedimientos de ADN recombinante en
células bacterianas, eucariotas animales o vegetales (véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N.°
4.816.567). Los anticuerpos monoclonales también pueden aislarse a partir de bibliotecas de anticuerpos de fagos
usando las técnicas descritas en Clackson y col., Nature, 352:624-628 (1991) y Marks y col., J. Mol. Biol., 222:581-
597 (1991), por ejemplo.

La expresion “prevenir’ o “que previene”, en referencia a cierta enfermedad en un mamifero, se refiere a prevenir o
retardar la aparicion de la enfermedad o prevenir la manifestacion de sintomas clinicos o subclinicos de la misma.

La expresion “anticuerpo recombinante” se refiere a un anticuerpo que se prepara, expresa, crea o aisla por medios
recombinantes, tales como anticuerpos aislados de un animal que es transgénico para los genes de inmunoglobulina
de otras especies, anticuerpos expresados usando un vector de expresion recombinante transfectado en una célula
huésped, anticuerpos aislados de una biblioteca de anticuerpos combinatoria recombinante o anticuerpos
preparados, expresados, creados o aislados por cualquier otro medio que implique corte y empalme de secuencias
génicas de inmunoglobulina con otras secuencias de ADN.

Como se usa en el presente documento “identidad de secuencia” entre dos secuencias polipeptidicas indica el
porcentaje de aminoacidos que son idénticos entre las secuencias. La identidad de secuencia de aminoacidos de
polipéptidos puede determinarse convencionalmente usando programas informaticos conocidos tales como Bestfit,
FASTA o BLAST (véase, por ejemplo, Pearson, Methods Enzymol. 183:63-98 (1990); Pearson, Methods Mol. Biol.
132:185-219 (2000); Altschul y col., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990); Altschul y col., Nucleic Acids Res. 25:3389-
3402 (1997)). Cuando se usa Bestfit o cualquier otro programa de alineamiento de secuencias para determinar si
una secuencia particular es, por ejemplo, 95 % idéntica a una secuencia de aminoacidos de referencia, los
parametros se ajustan de modo que el porcentaje de identidad se calcule sobre la longitud completa de la secuencia
de aminoacidos de referencia y que se permitan huecos en la homologia de hasta 5 % del numero total de restos
aminoacidicos en la secuencia de referencia. Este procedimiento anteriormente mencionado para determinar el
porcentaje de identidad entre polipéptidos es aplicable a todas las proteinas, fragmentos o variantes de los mismos
desvelados en el presente documento.

La expresion “que se une especificamente” o “que se une especificamente a” en referencia a la interaccién de una
molécula de union, como se define en el presente documento, (por ejemplo, un anticuerpo) con su compafero de
union (por ejemplo, un antigeno), se refiere a la capacidad de la molécula de union para diferenciar entre un
antigeno de interés de una especie animal y el ortélogo antigénico de una especie animal diferente en un conjunto
dado de condiciones. Se dice que una molécula de unién a 4-1BB se une especificamente a 4-1BB humano si se
une a 4-1BB humano a una CE50 que esté por debajo del 50 % de la CE50 a la que une a 4-1BB de rata o raton
como se determina en un ensayo in vitro. La especificidad de unién de un anticuerpo puede determinarse usando
procedimientos conocidos en la técnica. Los ejemplos de tales procedimientos incluyen FACS usando células
primarias estimuladas con PHA, transferencias de Western, ensayos de ELISA, RIA, ECL, IRMA y exploraciones
peptidicas.

La expresién “se une selectivamente” o “se une selectivamente a”, en referencia a la interaccion de una molécula de
union, como se define en el presente documento, (por ejemplo, un anticuerpo) con su compariero de unién (por
ejemplo, un antigeno), se refiere a la capacidad de la molécula de union de diferenciar entre un antigeno de interés
de una especie animal (tal como 4-1BB humano) y un antigeno diferente de la misma especie animal (tal como
CD40 humano) en un conjunto de condiciones dadas. Se dice que una molécula de unién a 4-1BB se une
selectivamente a 4-1BB humano si se une a 4-1BB humano a una CE50 que esta por debajo del 10 % de la CE50 a
la que se une a CD40 humano o CD134 humano segun se determina en un ensayo in vitro.

» oo«

El término “tratar”, “tratando” o “tratamiento” con referencia a una cierta enfermedad en un mamifero, se refiere a
provocar un efecto deseable o beneficioso en el mamifero que tiene la enfermedad. El efecto deseable o beneficioso
incluye frecuencia o gravedad reducida de uno o mas sintomas de la enfermedad (es decir, crecimiento tumoral y/o
metastasis u otro efecto mediado por los nimeros y/o actividad de células inmunes y similares) o la detencion o
inhibicion de desarrollo adicional en la enfermedad, afeccién o trastorno. En el contexto de tratar cancer en un
mamifero, el efecto deseable o beneficioso puede incluir inhibicién de crecimiento adicional o proliferacion de células
cancerosas, muerte de células cancerosas, inhibicion de reapariciéon de cancer, reducciéon de dolor asociado con el
cancer o supervivencia mejorada del mamifero. El efecto puede ser subjetivo u objetivo. Por ejemplo, si el mamifero
es un ser humano, el ser humano puede observar vigor o vitalidad mejorados o reduccion del dolor como sintomas
subjetivos de mejora o respuesta a terapia. Como alternativa, el especialista clinico puede observar una reduccion
del tamafio de tumor o carga tumoral basandose en examen fisico, parametros de laboratorio, marcadores tumorales
o hallazgos radiograficos. Algunas sefiales de laboratorio que el especialista clinico puede observar para respuesta
o tratamiento incluyen normalizacion de ensayos, tales como conteo de glébulos blancos, conteo de glébulos rojos,
conteo de plaquetas, tasa de sedimentacion de eritrocitos y diversos niveles enzimaticos. Adicionalmente, el
especialista clinico puede observar una reduccién en un marcador tumoral detectable. Como alternativa, pueden
usarse otros ensayos para evaluar mejora objetiva, tales como sonogramas, ensayo de resonancia magnética
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nuclear y ensayos de emision de positrones.

El término “vector” se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de transportar una molécula de acido nucleico
ajena. La molécula de acido nucleico ajena se une a la molécula de acido nucleico del vector por una técnica
recombinante, tal como hibridacion o recombinacién. Esto permite a la molécula de acido nucleico ajena
multiplicarse, seleccionarse, manipularse adicionalmente o expresarse en una célula u organismo huésped. Un
vector puede ser un plasmido, fago, transposén, céosmido, cromosoma, virus o virion. Un tipo de vectores puede
integrarse en el genoma de una célula huésped tras su introduccion en la célula huésped y por lo tanto se replican
junto con el genoma huésped (por ejemplo, vectores mamiferos no episomales). Otro tipo de vectores son capaces
de replicacion autbnoma en una célula huésped en la que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que
tienen un origen bacteriano de replicacion y vectores mamiferos episomales). Otro tipo especifico de vectores
capaces de dirigir la expresion de acidos nucleicos ajenos expresables a los que se unen operativamente se
denominan habitualmente “vectores de expresion”. Los vectores de expresidon generalmente tienen secuencias de
control que conducen la expresion de los acidos nucleicos ajenos expresables. Vectores mas simples, conocidos
como “vectores de transcripcién”, solamente son capaces de transcribirse pero no de traducirse: pueden replicarse
en una célula diana pero no expresarse. El término “vector” abarca todos los tipos de vectores independientemente
de su funcién. Los vectores capaces de dirigir la expresion de acidos nucleicos expresables a los que se unen
operativamente se denominan habitualmente “vectores de expresion”.

Los procedimientos y técnicas de la presente divulgacion se realizan generalmente de acuerdo con procedimientos
bien conocidos en la técnica y como se ha descrito en diversas referencias generales y mas especificas que se citan
y se analizan a lo largo de la presente memoria descriptiva a no ser que se indique de otro modo. Tales referencias
incluyen, por ejemplo, Sambrook y Russell, Molecular Cloning, A Laboratory Approach, Cold Spring Harbor Press,
Cold Spring Harbor, NY (2001), Ausubel y col., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY
(2002), y Harlow y Lane Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
NY (1990). Se realizan reacciones enzimaticas y técnicas de purificacion de acuerdo con las especificaciones del
fabricante, como se consigue habitualmente en la materia o como se describe en el presente documento. Las
nomenclaturas usadas en relacion con, y los procedimientos y técnicas de laboratorio de, quimica analitica, quimica
organica sintética y quimica médica y farmacéutica descritas en el presente documento son las bien conocidas y
habitualmente usadas en la materia. Se usan técnicas convencionales para sintesis quimicas, analisis quimicos,
preparacion farmacéutica, formulacion y suministro y tratamiento de pacientes.

Como se usa en el presente documento, los veinte aminoacidos convencionales y sus abreviaturas siguen el uso
convencional. Véase Immunology--A Synthesis (22 Edicion, E. S. Golub y D. R. Gren, Eds., Sinauer Associates,
Sunderland, Mass. (1991)).

B. MOLECULAS DE UNION QUE SE UNEN A 4-1BB HUMANO

La presente divulgacion proporciona moléculas de union aisladas que se unen a 4-1BB humano, incluyendo
anticuerpos de 4-1BB, fragmentos de union a antigeno de los anticuerpos de 4-1BB y derivados de los anticuerpos
de 4-1BB.

B-1. ANTICUERPOS DE 4-1BB

En algunos aspectos, la presente divulgacion proporciona un anticuerpo aislado que se une a 4-1BB humano en un
epitopo dentro de los restos aminoacidicos 115 - 156 de SEQ ID NO: 68. En algunas realizaciones, el anticuerpo
aislado comprende la secuencia de aminoacidos H-CDR1 de SEQ ID NO: 29, la secuencia de aminoacidos H-CDR2
de SEQ ID NO: 30 y la secuencia de aminoacidos H-CDR3 de SEQ ID NO: 31. En algunas realizaciones adicionales,
el anticuerpo aislado comprende la secuencia de aminoacidos L-CDR1 de SEQ ID NO: 34, la secuencia de
aminoacidos L-CDR2 de SEQ ID NO: 35 y la secuencia de aminoacidos L-CDR3 de SEQ ID NO: 36. En algunas
realizaciones adicionales, los anticuerpos descritos en el presente documento anteriormente tienen una o mas
propiedades bioldgicas descritas a continuacion en el presente documento.

En otros aspectos, la divulgacién proporciona un anticuerpo aislado que se une a 4-1BB humano, comprendiendo
dicho anticuerpo: (a) una H-CDR1 como se expone en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 15 o SEQ ID NO: 29; (b) una H-
CDR2 como se expone en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 30; y (c) una H-CDR3 como se expone en
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 17 0 SEQ ID NO: 31.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un anticuerpo aislado que se une a 4-1BB humano, comprendiendo
dicho anticuerpo: (a) una L-CDR1 como se expone en SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 20 o SEQ ID NO: 34; (b) una L-
CDR2 como se expone en SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 21 0 SEQ ID NO: 35 y (c) una L-CDR3 como se expone en
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 36 o SEQ ID NO: 55.

En un aspecto adicional, la divulgacién proporciona un anticuerpo aislado que se une a 4-1BB humano,
comprendiendo dicho anticuerpo: (a) una H-CDR1 como se expone en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 15 o SEQ ID NO:
29; (b) una H-CDR2 como se expone SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 30; y (c) una H-CDR3 como se
expone en SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 31 y comprende adicionalmente: (d) una L-CDR1 como se
expone en SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 20 o SEQ ID NO: 34; (e) una L-CDR2 como se expone en SEQ ID NO: 7,

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 699 648 T3

SEQ ID NO: 21 0 SEQ ID NO: 35; y (f) una L-CDR3 como se expone en SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO:
36 0 SEQ ID NO: 55.

En algunos aspectos adicionales, la divulgacion proporciona un anticuerpo aislado que se une a 4-1BB humano,
seleccionandose dicho anticuerpo del grupo que consiste en:

(a) un anticuerpo que comprende una H-CDR1 como se expone en SEQ ID NO: 1, una H-CDR2 como se expone
en SEQ ID NO: 2 y una H-CDR3 como se expone en SEQ ID NO: 3;

(b) un anticuerpo que comprende una H-CDR1 como se expone en SEQ ID NO: 15, una H-CDR2 como se
expone en SEQ ID NO: 16 y una H-CDR3 como se expone en SEQ ID NO: 17; y

(c) un anticuerpo que comprende una H-CDR1 como se expone en SEQ ID NO: 29, una H-CDR2 como se
expone en SEQ ID NO: 30 y una H-CDR3 como se expone en SEQ ID NO: 31.

En algunos aspectos adicionales, la divulgacion proporciona un anticuerpo aislado que se une a 4-1BB humano,
seleccionandose dicho anticuerpo del grupo que consiste en:

(a) un anticuerpo que comprende una L-CDR1 como se expone en SEQ ID NO: 6, una L-CDR2 como se expone
en SEQ ID NO: 7 y una L-CDR3 como se expone en SEQ ID NO: 8;

(b) un anticuerpo que comprende una L-CDR1 como se expone en SEQ ID NO: 20, una L-CDR2 como se
expone en SEQ ID NO: 21 y una L-CDR3 como se expone en SEQ ID NO: 22;

(c) un anticuerpo que comprende una L-CDR1 como se expone en SEQ ID NO: 34, una L-CDR2 como se
expone en SEQ ID NO: 35 y una L-CDR3 como se expone en SEQ ID NO: 36; y

(d) un anticuerpo que comprende una L-CDR1 como se expone en SEQ ID NO: 34, una L-CDR2 como se
expone en SEQ ID NO: 35 y una L-CDR3 como se expone en SEQ ID NO: 55.

En algunos aspectos adicionales, la divulgacion proporciona un anticuerpo aislado que se une al 4-1BB humano,
seleccionandose dicho anticuerpo del grupo que consiste en:

(a) un anticuerpo que comprende una H-CDR1 como se expone en SEQ ID NO: 1, una H-CDR2 como se expone
en SEQ ID NO: 2, una H-CDR3 como se expone en SEQ ID NO: 3; una L-CDR1 como se expone en SEQ ID NO:
6, una L-CDR2 como se expone en SEQ ID NO: 7 y una L-CDR3 como se expone en SEQ ID NO: 8;

(b) un anticuerpo que comprende una H-CDR1 como se expone en SEQ ID NO: 15, una H-CDR2 como se
expone en SEQ ID NO: 16, una H-CDR3 como se expone en SEQ ID NO: 17; una L-CDR1 como se expone en
SEQ ID NO: 20, una L-CDR2 como se expone en SEQ ID NO: 21 y una L-CDR3 como se expone en SEQ ID
NO: 22;

(c) un anticuerpo que comprende una H-CDR1 como se expone en SEQ ID NO: 29, una H-CDR2 como se
expone en SEQ ID NO: 30, una H-CDR3 como se expone en SEQ ID NO: 31; una L-CDR1 como se expone en
SEQ ID NO: 34, una L-CDR2 como se expone en SEQ ID NO: 35 y una L-CDR3 como se expone en SEQ ID
NO: 36; y

(d) un anticuerpo que comprende una H-CDR1 como se expone en SEQ ID NO: 29, una H-CDR2 como se
expone en SEQ ID NO: 30, una H-CDR3 como se expone en SEQ ID NO: 31; una L-CDR1 como se expone en
SEQ ID NO: 34, una L-CDR2 como se expone en SEQ ID NO: 35 y una L-CDR3 como se expone en SEQ ID
NO: 55.

En un aspecto adicional, la divulgacion proporciona un anticuerpo aislado que se une a 4-1BB humano,
comprendiendo dicho anticuerpo una secuencia de aminoacidos de cadena V4 como se expone en SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 32 0 SEQ ID NO: 43.

En un aspecto adicional, la divulgacién proporciona un anticuerpo aislado que se une a 4-1BB humano,
comprendiendo dicho anticuerpo una secuencia de aminoacidos de cadena V. como se expone en SEQ ID NO: 9,
SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 60 o SEQ ID NO:
64.

En un aspecto adicional, la divulgacién proporciona un anticuerpo aislado que se une a 4-1BB humano,
comprendiendo dicho anticuerpo (1) una secuencia de aminoacidos de cadena V4 como se expone en SEQ ID NO:
4, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 32 o SEQ ID NO: 43 y (2) una secuencia de aminoacidos de cadena V. como se
expone en SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 56, SEQ
ID NO: 60 o SEQ ID NO: 64.

En un aspecto adicional, la divulgacién proporciona un anticuerpo aislado que se une a 4-1BB humano,
seleccionandose dicho anticuerpo del grupo que consisten en:

(a) un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de cadena V4 como se expone en SEQ ID NO:
4 y una secuencia de aminoacidos de cadena V. como se expone en SEQ ID NO: 9;

(b) un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de cadena V4 como se expone en SEQ ID NO:
18 y una secuencia de aminoacidos de cadena V. como se expone en SEQ ID NO: 23;

(c) un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de cadena Vi como se expone en SEQ ID NO:
32 y una secuencia de aminoacidos de cadena V. como se expone en SEQ ID NO: 37 o SEQ ID NO: 56; y
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(d) un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de cadena V4 como se expone en SEQ ID NO:
43 y una secuencia de aminoacidos de cadena V| como se expone en SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 51, SEQ ID
NO: 60 o SEQ ID NO: 64.

En algunas realizaciones, los anticuerpos descritos en el presente documento anteriormente, incluyendo anticuerpos
descritos con referencia a union de epitopos y anticuerpos descritos con referencia a secuencias de aminoacidos
especificas de CDR o regiones variables, tienen al menos una de las siguientes propiedades funcionales: (a) se
unen a 4-1BB humano con una Kp de 500 nM o menos; (b) tienen actividad agonista en 4-1BB humano; (c) no se
unen a receptor CD40 humano a concentracion de hasta 1000 nM; (d) no se unen a receptor CD134 humano a
concentraciones de hasta 1000 nM; (e) no se unen a 4-1BB de rata o de ratén a concentraciones de hasta 100 nM;
(h) son capaces de inhibir el crecimiento de células tumorales; y (i) tienen efecto terapéutico en un cancer. En
algunas realizaciones adicionales, los anticuerpos se unen especificamente a 4-1BB humano con una Kp de 500 nM
o menos, 100 nM o menos, 50 nM o menos, 10 nM o menos, 5nM o menos o 1 nM o menos, para el dominio
extracelular de 4-1BB humano como se mide con el ensayo de BlAcore descrito en la presente divulgacion. En mas
realizaciones adicionales, el anticuerpo es un anticuerpo humano o anticuerpo humanizado que se une
especificamente a 4-1BB con una Kp de 500 nM o menos, 100 nM o menos, 50 nM o menos, 10 nM o menos, 5 nM
o menos o 1 nM o menos, para el dominio extracelular de 4-1BB humano como se mide con el ensayo de BlAcore
descrito en la presente divulgacion. En algunas realizaciones adicionales, el anticuerpo es un anticuerpo humano
que se une especificamente y selectivamente a 4-1BB humano.

En otras realizaciones, los anticuerpos descritos en el presente documento anteriormente comprenden una region
variable de cadena pesada de un gen de inmunoglobulina de cadena pesada de linea germinal particular y/o una
region variable de cadena ligera de un gen de inmunoglobulina de cadena ligera de linea germinal particular, tal
como un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que es el producto de, o deriva de, un
gen Vy 1-69, gen Vy 3-23 o0 gen V4 5 humano. Los anticuerpos ejemplares incluyen MOR-7480.1, MOR-7480.2,
MOR-7483.1 y MOR-7483.2, cada uno de los cuales contiene aminoacidos que derivan de gen Vy 5 de linea
germinal humano.

En otras realizaciones mas, los anticuerpos descritos en el presente documento anteriormente comprenden una
region variable de cadena ligera que deriva de un gen V. A3 humano. En ofra realizacion mas los anticuerpos
descritos en el presente documento anteriormente comprenden una region variable de cadena pesada que es el
producto de, o deriva de, un gen V4 1-69, gen Vy 3-23 o gen V4 5 humano y comprenden adicionalmente una region
variable de cadena ligera que es el producto de, o deriva de, un gen V. A3 humano, en el que el anticuerpo o parte
del mismo se une especificamente a 4-1BB humano. Los anticuerpos ejemplares incluyen MOR-7480.1, MOR-
7480.2, MOR-7483.1 y MOR-7483.2, cada uno de los cuales contiene aminoacidos que derivan del gen V4 5y gen
V_ A3 de linea germinal humana, respectivamente.

Como se usa en el presente documento, un anticuerpo humano comprende regiones variables de cadena ligera o
pesada que “derivan de” una secuencia de linea germinal particular si las regiones variables del anticuerpo se
obtienen de un sistema que usa genes de inmunoglobulina de linea germinal humana. Tales sistemas incluyen
inmunizar un ratén transgénico que porta genes de inmunoglobulina humana con el antigeno de interés o explorar
una biblioteca génica de inmunoglobulina humana presentada en fagos con el antigeno de interés. Un anticuerpo
humano que “deriva de” una secuencia de inmunoglobulina de linea germinal humana puede identificarse como tal
comparando la secuencia de aminoacidos del anticuerpo humano con las secuencias de aminoacidos de
inmunoglobulinas de linea germinal humana y seleccionando la secuencia de inmunoglobulina de linea germinal
humana que es mas cercana en secuencia (es decir, mayor porcentaje de identidad) a la secuencia del anticuerpo
humano. Un anticuerpo humano que “deriva de” una secuencia de inmunoglobulina de linea germinal humana
particular puede contener diferencias de aminoacidos en comparacion con la secuencia de linea germinal, debido a,
por ejemplo, mutaciones somaticas de origen natural o introduccién intencionada de mutacion dirigida. Sin embargo,
un anticuerpo humano seleccionado tipicamente es al menos 90 % idéntico en secuencia de aminoacidos a una
secuencia de aminoacidos codificada por un gen de inmunoglobulina de linea germinal humana y contiene restos
aminoacidicos que identifican el anticuerpo humano como humano cuando se comparan con las secuencias de
aminoacidos de inmunoglobulina de linea germinal de otras especies (por ejemplo, secuencias de linea germinal
murinas). En estos casos, un anticuerpo humano puede ser al menos 95 % o incluso al menos 96 %, 97 %, 98 % o
99 % idéntico en secuencia de aminoacidos a la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de inmunoglobulina
de linea germinal. En ciertos casos, el anticuerpo humano es idéntico en secuencia de aminoacidos a la secuencia
de aminoacidos codificada por el gen de IGF-I de linea germinal. Tipicamente, un anticuerpo humano derivado de
una secuencia de linea germinal humana particular no presentara mas de 10 diferencias de aminoacidos de la
secuencia de aminoacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal humana. En ciertos casos, el
anticuerpo humano puede presentar no mas de 5 o incluso no mas de 4, 3, 2 o 1 diferencias de aminoacidos de la
secuencia de aminoacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal. Se proporcionan
alineamientos de las secuencias de aminoacidos de regiones variables de los anticuerpos ilustrativos y las lineas
germinales relevantes en la Figura 6.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona anticuerpos aislados que compiten o compiten de forma cruzada por
union a 4-1BB humano con cualquiera de los anticuerpos ilustrativos de la divulgacion, tales como MOR-6032, MOR-
7361, MOR-7480, MOR-7480.1, MOR-7480.2, MOR-7483, MOR-7483.1 o MOR-7483.2. En una realizacion
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particular, la divulgacion proporciona anticuerpos aislados que compiten o compiten de forma cruzada por la unién al
mismo epitopo en el 4-1BB humano con cualquiera de los anticuerpos ilustrativos de la divulgacion. La capacidad de
un anticuerpo para competir o competir de forma cruzada por la unién con otro anticuerpo puede determinarse
usando ensayos de union convencionales conocidos en la técnica, tales como analisis de BlAcore, ensayo de ELISA
o citometria de flujo. Por ejemplo, puede permitirse a un anticuerpo ilustrativo de la divulgacion que se una a 4-1BB
humano en condiciones de saturacién y después medir la capacidad del anticuerpo de ensayo para unirse al 4-1BB.
Si el anticuerpo de ensayo es capaz de unirse al 4-1BB en el mismo momento que el anticuerpo ilustrativo, entonces
el anticuerpo de ensayo se une a un epitopo diferente que el anticuerpo ilustrativo. Sin embargo, si el anticuerpo de
ensayo no es capaz de unirse al 4-1BB en el mismo momento, entonces el anticuerpo de ensayo se une al mismo
epitopo, un epitopo solapante o un epitopo que esta en proximidad cercana al epitopo unido al anticuerpo ilustrativo.
Este experimento puede realizarse usando diversos procedimientos, tales como ELISA, RIA, FACS o resonancia de
plasmon superficial.

Los anticuerpos de 4-1BB descritos en el presente documento pueden estar en cualquier clase, tal como IgG, IgM,
IgE, IgA o IgD. Se prefiere que los anticuerpos de 4-1BB estén en la clase IgG, tal como subclase 1gG1, 1gG2, IgG3
0 1gG4, mas preferentemente subclase 1IgG2. Un anticuerpo de 4-1BB puede convertirse de una clase o subclase a
otra clase o subclase usando procedimientos conocidos en la técnica. Un procedimiento ejemplar para producir un
anticuerpo en una clase o subclase deseada comprende las etapas de aislar un acido nucleico que codifica una
cadena pesada de un anticuerpo de 4-1BB y un acido nucleico que codifica una cadena ligera de un anticuerpo de 4-
1BB, aislando la secuencia que codifica la region Vu, ligando la secuencia V4 a una secuencia que codifica una
region constante de cadena pesada de la clase o subclase deseada, expresando el gen de cadena ligera y la
construccion de cadena pesada en una célula y recogiendo el anticuerpo de 4-1BB.

Ademas, los anticuerpos proporcionados por la presente divulgacion pueden ser monoclonales o policlonales, pero
preferentemente monoclonales.

Los ejemplos de anticuerpos aislados especificos proporcionados por la presente divulgacion incluyen los siguientes
anticuerpos ilustrativos: MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480, MOR-7480.1, MOR-7480.1, MOR-7480.2, MOR-7483,
MOR-7483, MOR-7483.1 y MOR-7483.2. Las secuencias de aminoacidos y nucleotidos de la region variable de
cadena pesada, cadena pesada de longitud completa para la subclase IgG2, region variable de cadena ligera y
cadena ligera de longitud completa de estos anticuerpos se proporcionan en la presente divulgacion; se proporciona
un indice de las SEQ ID NO: para estas secuencias en la Tabla 1. Las secuencias de aminoacidos de las CDR de
estos anticuerpos ilustrativos se muestran en la Tabla 2.

Tabla 1. indice de SEQ ID NO:

Anticuerpo Cadena Longitud Completa Region Variable
Aminoacidos Nucleétidos Aminoacidos Nucleétidos
SEQ ID NO SEQ ID NO SEQ ID NO SEQ ID NO
MOR-6032 Pesada 5 13 4 11
Ligera 10 14 9 12
MOR-7361 Pesada 19 27 18 25
Ligera 24 28 23 26
MOR-7480 Pesada 33 41 32 39
Ligera 38 42 37 40
MOR-7480.1 Pesada 44 49 43 47
Ligera 46 50 45 48
MOR-7480.2 Pesada 44 49 43 47
Ligera 52 54 51 53
MOR-7483 Pesada 33 41 32 39
Ligera 57 59 56 58
MOR-7483.1 Pesada 44 49 43 47
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(continuacion)

Anticuerpo Cadena Longitud Completa Region Variable
Aminoacidos Nucleétidos Aminoacidos Nucleétidos
SEQ ID NO SEQ ID NO SEQ ID NO SEQ ID NO
Ligera 61 63 60 62
MOR-7483.2 Pesada 44 49 43 47
Ligera 65 67 64 66
Tabla 2: Secuencia de Aminoacidos de las CDR
Anticuerpo CDR Secuencia SEQ ID NO
MOR-6032 H-CDR1 NSYAIS 1
H-CDR2 GIIPGFGTANYAQKFQG 2
H-CDR3 RKNEEDGGFDH 3
L-CDR1 SGDNLGDYYAS 6
L-CDR2 DDSNRPS 7
L-CDR3 QTWDGTLHFV 8
MOR-7361 H-CDR1 SDYYMH 15
H-CDR2 VISGSGSNTYYADSVKG 16
H-CDR3 RLYAQFEGDF 17
L-CDR1 SGDNIGSKYVS 20
L-CDR2 SDSERPS 21
L-CDR3 QSWDGSISRV 22
MOR-7480; H-CDR1 STYWIS 29
MOR-7480.1; H-CDR2 KIYPGDSYTNYSPSFQG 30
MOR-7480.2 H-CDR3 RGYGIFDY 31
L-CDR1 SGDNIGDQYAH 34
L-CDR2 QDKNRPS 35
L-CDR3 ATYTGFGSLAV 36
MOR-7483; H-CDR1 STYWIS 29
MOR-7483.1; H-CDR2 KIYPGDSYTNYSPSFQG 30
MOR-7483.2 H-CDR3 RGYGIFDY 31
L-CDR1 SGDNIGDQYAH 34
L-CDR2 QDKNRPS 35
L-CDR3 STYTFVGFTTV 55

13

Pueden producirse anticuerpos de la presente divulgacion por técnicas conocidas en la materia, incluyendo
metodologia de anticuerpo monoclonal convencional, por ejemplo, la técnica de hibridacion de células somaticas
convencional (Véase, por ejemplo, Kohler y Milstein, Nature 256:495 (1975)), transformacion viral u oncogénica de
linfocitos B o tecnologias de anticuerpo recombinante como se describen en detalle en el presente documento a
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continuacion.

La produccién de hibridoma es un procedimiento muy bien establecido. El sistema animal habitual para preparar
hibridomas es el sistema murino. Se conocen en la técnica protocolos de inmunizacion y técnicas para aislamiento
de esplenocitos inmunizados para fusion. También se conocen compafieros de fusion (por ejemplo, células de
mieloma murino) y procedimientos de fusiéon. Un procedimiento bien conocido que puede usarse para preparar
anticuerpos de 4-1BB humanos proporcionados por la presente divulgacion implica el uso de un sistema animal
XenoMouse™. Los ratones XenoMouse™ son cepas de ratdon obtenidas por ingenieria genética que comprenden
grandes fragmentos de loci de cadena ligera y cadena pesada de inmunoglobulina humana y son deficientes en
produccion de anticuerpo de raton. Véase, por ejemplo, Green y col., Nature Genetics 7:13-21 (1994) y documento
WO 2003/040170. El animal se inmuniza con un antigeno de 4-1BB. El antigeno de 4-1BB es 4-1BB aislado y/o
purificado, preferentemente 4-1BB. Puede ser un fragmento de 4-1BB, tal como el dominio extracelular de 4-1BB,
particularmente un fragmento de dominio extracelular de 4-1BB que comprende los restos aminoacidicos 115 - 156
de SEQ ID NO: 68. Puede llevarse a cabo inmunizacién de animales por cualquier procedimiento conocido en la
técnica. Véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, New York: Cold Spring Harbor Press,
1990. Se conocen bien en la técnica procedimientos para inmunizar animales no humanos tales como ratones, ratas,
ovejas, cabras, cerdos, vacas y caballos. Véase, por ejemplo, Harlow y Lane, mencionado anteriormente y la
Patente de Estados Unidos N.° 5.994.619. El antigeno de 4-1BB puede administrarse con un adyuvante para
estimular la respuesta inmune. Los adyuvantes ejemplares incluyen adyuvante de Freund completo o incompleto,
RIBI (dipéptidos de muramilo) o ISCOM (complejos inmunoestimuladores). Después de inmunizacion de un animal
con un antigeno de 4-1BB, se preparan lineas celulares inmortalizadas productoras de anticuerpos aisladas del
animal inmunizado. Después de la inmunizacion, el animal se sacrifica y se inmortalizan los linfocitos B de ganglio
linfatico y/o esplénicos. Los procedimientos para inmortalizar células incluyen, pero sin limitacién, transferirlas con
oncogenes, infectarlas con el virus oncogénico, cultivarlas en condiciones que seleccionan células inmortalizadas,
someterlas a compuestos mutagénicos o carcinogénicos, fusionarlas con una célula inmortalizada, por ejemplo, una
célula de mieloma, e inactivar un gen supresor de tumores. Véase, por ejemplo, Harlow y Lane, mencionado
anteriormente. Si se usa fusién con células de mieloma, las células de mieloma preferentemente no secretan
polipéptidos de inmunoglobulina (una linea celular no secretora). Las células inmortalizadas se exploran usando 4-
1BB, una parte del mismo o una célula que expresa 4-1BB. Las células productoras de anticuerpo de 4-1BB, por
ejemplo, hibridomas, se seleccionan, clonan y exploran adicionalmente con respecto a caracteristicas deseables,
incluyendo crecimiento robusto, alta produccién de anticuerpos y caracteristicas de anticuerpos deseables, como se
analiza posteriormente adicionalmente. Los hibridomas pueden expandirse in vivo en animales singénicos, en
animales que carecen de sistema inmune, por ejemplo, ratones desnudos, o en cultivo celular in vitro. Se conocen
bien por los expertos en la materia procedimientos para seleccionar, clonar y expandir hibridomas.

Los anticuerpos de la divulgacion también pueden prepararse usando procedimientos de presentacion de fagos.
Tales procedimientos de presentacion de fagos para aislar anticuerpos humanos estan establecidos en la técnica,
tales como las bibliotecas HUCAL® como se describen adicionalmente en el Ejemplo 1. Véase también, por ejemplo:
Achim Knappik, y col: Fully Synthetic Human Combinatorial Antibody Libraries (HuCAL) Based on Modular
Consensus Frameworks and CDRs Randomized with Trinucleotides. J. Mol. Biol. (2000) 296, 57-86

B-2. FRAGMENTOS DE UNION A ANTIGENO

En algunos aspectos adicionales, la presente divulgacion proporciona fragmentos de unién a antigeno de cualquiera
de los anticuerpos de 4-1BB proporcionados por la presente divulgacion.

El fragmento de unidn a antigeno puede comprender cualquier secuencia del anticuerpo. En algunas realizaciones,
el fragmento de unién a antigeno comprende la secuencia de aminoacidos de: (1) una cadena ligera de un
anticuerpo de 4-1BB; (2) una cadena pesada de un anticuerpo de 4-1BB; (3) una region variable de la cadena ligera
de un anticuerpo de 4-1BB; (4) una region variable de la cadena pesada de un anticuerpo de 4-1BB; (5) una o mas
CDR (dos, tres, cuatro, cinco o seis CDR) de un anticuerpo de 4-1BB; o (6) tres CDR de la cadena ligera y tres CDR
de la cadena pesada de un anticuerpo de 4-1BB.

En algunas realizaciones particulares, la divulgacion proporciona un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo
seleccionado de: MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480, MOR-7480.1, MOR-7480.2, MOR-7483, MOR-7483.1 o MOR-
7483.2.

En algunas realizaciones particulares adicionales, los fragmentos de unién a antigeno de un anticuerpo de 4-1BB
incluyen: (i) un fragmento Fab, que es un fragmento monovalente que consiste en los dominios V., Vu, CL y Cu1; (ii)
un fragmento F(ab’),, que es un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente
disulfuro en la regioén bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste en los dominios V4 y Ch1; (iv) un fragmento Fv que
consiste en los dominios V,y Vi de una rama sencilla de un anticuerpo; (v) un fragmento de dAb (Ward y col., (1989)
Nature 341:544-546), que consiste en un dominio Vy; (vi) una CDR aislada y (vii) un anticuerpo de cadena sencilla
(scFv), que es un polipéptido que comprende una region V. de un anticuerpo ligado a una regién Vy de un
anticuerpo. Bird y col., (1988) Science 242:423-426 y Huston y col., (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883.

En algunas realizaciones particulares, el fragmento de unién a antigeno es un fragmento de Fab seleccionado del
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grupo que consiste en Fab-6032, Fab-7361, Fab-7480 y Fab-7483.
B-3. DERIVADOS DE ANTICUERPOS

En algunos aspectos adicionales, la presente divulgacion proporciona derivados de cualquiera de los anticuerpos de
4-1BB proporcionados por la presente divulgacion.

En un aspecto, el derivado de anticuerpo se deriva de modificaciones de las secuencias de aminoacidos de un
anticuerpo ilustrativo (“anticuerpo parental”) de la divulgacion mientras que conserva la estructura molecular global
de la secuencia de aminoacidos del anticuerpo parental. Pueden modificarse secuencias de aminoacidos de
cualquier region de las cadenas del anticuerpo parental, tales como regiones flanqueantes, regiones CDR o regiones
constantes. Los tipos de modificaciones incluyen sustituciones, inserciones, deleciones o combinaciones de las
mismas, de uno o mas aminoacidos del anticuerpo parental. En algunas realizaciones, el derivado de anticuerpo
comprende una region Vy que sea al menos 65 %, al menos 75 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %,
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % idéntica a una secuencia de aminoacidos como se
expone en cualquiera de SEQ ID NO: 4, 18, 32 o0 43. En algunas realizaciones adicionales, el derivado de anticuerpo
comprende una region Vi que es al menos 65 %, al menos 75 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % idéntica a una secuencia de aminoacidos como se
expone en cualquiera de SEQ ID NO: 9, 23, 37, 45, 51, 56, 60 o 64. En algunas realizaciones particulares el
derivado comprende 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 o 15 sustituciones conservativas o no conservativas
ylo1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, o 15 adiciones y/o deleciones de una secuencia de aminoacidos como
se expone en cualquiera de SEQ ID NO: 4, 18, 32, 43, 9, 23, 37, 45, 51, 56, 60 o 64.

Las sustituciones de aminoacidos abarcan tanto sustituciones conservativas como no conservativas. La expresion
“sustitucion de aminoacido conservativa” significa un reemplazo de un aminoacido con otro aminoacido en el que los
dos aminoacidos tienen similitud en ciertas propiedades fisico-quimicas tales como polaridad, carga, solubilidad,
hidrofobicidad, hidrofilia y/o la naturaleza anfipatica de los restos implicados. Por ejemplo, pueden realizarse
tipicamente sustituciones dentro de cada uno de los siguientes grupos: (a) aminoacidos no polares (hidrofobos),
tales como alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano y metionina; (b) aminoacidos neutros
polares, tales como glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina y glutamina; (c) aminoacidos cargados
positivamente (basicos), tales como arginina, lisina e histidina; y (d) aminoacidos cargados negativamente (acidos),
tales como acido aspartico y acido glutamico.

Las modificaciones pueden realizarse en cualquier posicion de las secuencias de aminoacidos del anticuerpo,
incluyendo las CDR, regiones flanqueantes o regiones constantes. En una realizacién, la presente divulgacion
proporciona un derivado de anticuerpo que contiene las secuencias CDR de Vy y Vi de un anticuerpo ilustrativo de
la presente divulgacion, pero contiene secuencias flanqueantes diferentes de las del anticuerpo ilustrativo. Tales
secuencias flanqueantes pueden obtenerse de bases de datos publicas de ADN o referencias publicadas que
incluyen secuencias génicas de anticuerpo de linea germinal. Por ejemplo, pueden encontrarse secuencias de ADN
de linea germinal para genes de region variable de cadena ligera y pesada humanos en la base de datos de
Genbank o en la base de datos de secuencias de linea germinal humanas “VBase” (Kabat, E. A., y col., Sequences
of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicion, Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados
Unidos, Publicacion de NIH N.° 91-3242 (1991); Tomlinson, I. M., y col., J. Mol. Biol. 227:776-798 (1992); y Cox, J. P.
L. y col., Eur. J. Immunol. 24:827-836 (1994)). Las secuencias flanqueantes que pueden usarse en la construccion
de un derivado de anticuerpo incluyen las que son estructuralmente similares a las secuencias flanqueantes usadas
por anticuerpos ilustrativos de la divulgacién, por ejemplo, similares a las secuencias flanqueantes V4 3-23 y/o las
secuencias flanqueantes V. A3 o A1-13 usadas por anticuerpos ilustrativos de la divulgacion. Por ejemplo, las
secuencias H-CDR1, H-CDR2 y H-CDR3, y las secuencias L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 de un anticuerpo ilustrativo
pueden injertarse en regiones flanqueantes que tienen la secuencia idéntica a la hallada en el gen de
inmunoglobulina de linea germinal del que deriva la secuencia flanqueante o las secuencias de CDR pueden
injertarse en regiones flanqueantes que contienen una o mas mutaciones en comparacion con las secuencias de
linea germinal.

En una realizacién particular, el derivado de anticuerpo es un anticuerpo quimérico que comprende una secuencia
de aminoacidos de un anticuerpo ilustrativo de la divulgacion. En un ejemplo, una o mas CDR de uno o mas
anticuerpos humanos ilustrativos se combinan con CDR de un anticuerpo de un animal no humano, tal como ratén o
rata. En otro ejemplo, todas las CDR del anticuerpo quimérico derivan de uno o mas anticuerpos ilustrativos. En
algunas realizaciones particulares, el anticuerpo quimérico comprende una, dos o tres CDR de la region variable de
cadena pesada o de la region variable de cadena ligera de un anticuerpo ilustrativo. Pueden generarse anticuerpos
quiméricos usando procedimientos convencionales conocidos en la técnica.

Otro tipo de modificacion es mutar restos aminoacidicos dentro de las regiones CDR1, CDR2 y/o CDR3 de la cadena
Vh ylo VL. Puede realizarse mutagénesis dirigida o mutagénesis mediada por PCR para introducir la mutacion o
mutaciones y el efecto en unién de anticuerpo u otra propiedad funcional de interés, puede evaluarse en ensayos in
vitro o in vivo conocidos en la técnica. Tipicamente, se introducen sustituciones conservativas. Las mutaciones
pueden ser adiciones y/o deleciones de aminoacidos. Ademas, tipicamente no se alteran mas de uno, dos, tres,
cuatro o cinco restos dentro de una region CDR. En algunas realizaciones, el derivado de anticuerpo comprende 1,
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2, 3 o 4 sustituciones de aminoacidos en las H-CDR y/o en las CDR de cadena ligera. En ofra realizacion, la
sustitucién de aminoacidos es cambiar una o mas cisteinas en un anticuerpo a otro resto, tal como, sin limitacién,
alanina o serina. La cisteina puede ser una cisteina candnica o no candnica. En una realizacién, el derivado de
anticuerpo tiene 1, 2, 3 o 4 sustituciones de aminoacidos conservativas en las regiones H-CDR en relacién con las
secuencias de aminoacidos de un anticuerpo ilustrativo.

También pueden realizarse modificaciones a los restos flanqueantes dentro de las regiones Vy y/o V.. Tipicamente,
tales variantes flanqueantes se realizan para reducir la inmunogenicidad del anticuerpo. Un enfoque es “retromutar”
uno o mas restos flanqueantes a la secuencia de linea germinal correspondiente. Un anticuerpo que ha
experimentado mutacién somatica puede contener restos flanqueantes que difieren de la secuencia de linea
germinal de la que deriva el anticuerpo. Tales restos pueden identificarse comparando las secuencias flanqueantes
del anticuerpo con las secuencias de linea germinal de las que deriva el anticuerpo. Para devolver las secuencias de
region flanqueante a su configuracion de linea germinal, las mutaciones somaticas pueden “retromutarse” a la
secuencia de linea germinal por, por ejemplo, mutagénesis dirigida o mutagénesis mediada por PCR. Varios de los
anticuerpos ilustrativos de la presente divulgacion experimentaron tales “retromutaciones” a ciertas secuencias de
linea germinal, como se describe adicionalmente en el Ejemplo 6.

Ademas, también pueden realizarse modificaciones dentro de la region Fc de un anticuerpo ilustrativo, tipicamente
para alterar una o mas propiedades funcionales del anticuerpo, tales como semivida en suero, fijacion de
complemento, unién al receptor de Fc y/o citotoxicidad celular dependiente de antigeno. En un ejemplo, la region
bisagra de CH1 se modifica de modo que el nimero de restos de cisteina en la region bisagra se altera, por ejemplo,
aumenta o reduce. Este enfoque se describe adicionalmente en la Patente de Estados Unidos N.° 5.677.425. El
numero de restos de cisteina en la region bisagra de CH1 se altera para, por ejemplo, facilitar el ensamblaje de las
cadenas ligera y pesada o para aumentar o reducir la estabilidad del anticuerpo. En otro caso, la region bisagra Fc
de un anticuerpo se muta para reducir la semivida bioldgica del anticuerpo.

Ademas, un anticuerpo de la divulgacion puede modificarse para alterar su patrén o sitio de glucosilacion potencial.
Ambos anticuerpos ilustrativos MOR-7480 y MOR-7483 y cualquier variante de linea germinal de los mismos y
anticuerpos que comprenden las secuencias de aminoacidos de la region variable de cadena pesada de MOR-7480
y MOR-7483, comprenden un sitio de glucosilacién ligado a N potencial (NYS) en la asparagina 59 en el dominio
variable de cadena pesada. Las versiones IgG de estos anticuerpos comprenden adicionalmente un segundo sitio de
glucosilacion ligado a N en el dominio Fc de cadena pesada. Mas especificamente, para la version IgG2 de estos
anticuerpos, el sitio de glucosilacion ligado a N de Fc (NST) aparece en la asparagina 292 en el dominio CH2 de
cadena pesada. Por lo tanto, cada cadena pesada puede comprender ocupacion de glucano 0, 1 (en Fab o Fc) 0 2
de modo que un anticuerpo que comprende dos cadenas ligeras y dos pesadas puede comprender cualquier
combinacién que varie de ocupaciéon de glucano O (es decir, sin glucosilacion en ninguno de los cuatro sitios
potenciales de glucosilacion) a ocupacion de glucano 4 (es decir, glucosilado en ambos sitios Fab y Fc en cada
cadena). En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un derivado de un anticuerpo de 4-1BB de la
divulgacion que contiene al menos una mutacion en una region variable de una cadena ligera o cadena pesada que
cambia el patréon de glucosilaciéon en la region variable. Un derivado de anticuerpo tal puede tener una afinidad
aumentada y/o especificidad modificada para union a un antigeno. Las mutaciones pueden afiadir un nuevo sitio de
glucosilacion en la region V, cambiar la localizacion de uno o mas sitios de glucosilacion de la region V o retirar un
sitio de glucosilacién de region V preexistente. En una realizacion, la presente divulgacion proporciona un derivado
de un anticuerpo de 4-1BB que tiene un sitio de glucosilacion potencial ligado a N en la asparagina 59 en la region
variable de cadena pesada, en el que el sitio potencial de glucosilacién ligado a N en una region variable de cadena
pesada se elimina. En otra realizacion, la presente divulgacion proporciona un derivado de un anticuerpo de 4-1BB
que tiene un sitio de glucosilacion potencial ligado a N en la asparagina 59 en la region variable de cadena pesada,
en el que el sitio de glucosilacion potencial ligado a N en ambas regiones variables de cadena pesada se elimina. Se
conocen en la técnica procedimientos para alterar el patrén de glucosilacion de un anticuerpo, tales como los
descritos en la Patente de Estados Unidos N.° 6.933.368.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un derivado de anticuerpo que comprende un anticuerpo de 4-
1BB, o fragmento de unién a antigeno del mismo, como se ha descrito en el presente documento, ligado a una
entidad molecular adicional. Los ejemplos de entidades moleculares adicionales incluyen agentes farmacéuticos,
péptidos o proteinas, agente de detecciéon o marcadores y anticuerpos.

En algunas realizaciones, el derivado de anticuerpo comprende un anticuerpo de la divulgacion ligado a un agente
farmacéutico. Los ejemplos de agentes farmacéuticos incluyen agentes citotoxicos u otros agentes terapéuticos de
cancer e isétopos radiactivos. Los ejemplos especificos de agentes citotdxicos incluyen taxol, citocalasina B,
gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopésido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, colchicina,
doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxi antracin diona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-
deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propanolol y puromicina y analogos u
homologos de los mismos. Los agentes terapéuticos también incluyen, por ejemplo, antimetabolitos (por ejemplo,
metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracil dacarbacina), agentes alquilantes (por
ejemplo, mecloretamina, clorambucilo de tiotepa, melfalan, carmustina (BSNU) y lomustina (CCNU), ciclofosfamida,
busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C y cis-diclorodiamin platino (ll) (DDP) cisplatino),
antraciclinas (por ejemplo, daunorrubicina (anteriormente daunomicina) y doxorrubicina), antibidticos (por ejemplo,
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dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina, mitramicina y antramicina (AMC)), y agentes antimitéticos
(por ejemplo, vincristina y vinblastina). Los ejemplos de is6topos radiactivos que pueden conjugarse con anticuerpos
para su uso diagnostico o terapéutico incluyen, pero sin limitacion, yodo'?', indio'"", itrio® y lutecio'””. Se conocen en
la técnica procedimientos para unir un anticuerpo a un agente farmacéutico, tales como usando diversas tecnologias
de engarce. Los ejemplos de tipos de engarce incluyen hidrazonas, tioéteres, ésteres, disulfuros y engarces que
contienen péptidos. Para un andlisis adicional de engarces y procedimientos para unir agentes terapéuticos a
anticuerpos, véase también Saito y col., Adv. Drug Deliv. Rev. 55:199-215 (2003); Trail, y col., Cancer Immunol.
Immunother. 52:328-337 (2003); Payne, Cancer Cell 3:207-212 (2003); Allen, Nat. Rev. Cancer 2:750-763 (2002);
Pastan, |. and Kreitman, Curr. Opin. Investig. Drugs 3:1089-1091 (2002); Senter, P.D. y Springer, C.J. (2001) Adv.
Drug Deliv. Rev. 53:247-264.

En una realizacién particular, el derivado de anticuerpo es un multimero de anticuerpo de 4-1BB, que es una forma
multimérica de un anticuerpo de 4-1BB, tal como dimeros, trimeros o multimeros de mayor orden de anticuerpo de
anticuerpos monoméricos. Los mondmeros individuales dentro de un multimero de anticuerpo pueden ser idénticos
o diferentes. Ademas, los anticuerpos individuales dentro de un multimero pueden tener la misma o diferentes
especifidades de union. La multimerizaciéon de anticuerpos puede conseguirse a través de agregacion natural de
anticuerpos. Por ejemplo, cierto porcentaje de preparaciones de anticuerpo purificadas (por ejemplo, moléculas de
IgG1 purificadas), forman espontaneamente agregados proteicos que contienen homodimeros de anticuerpo y otros
multimeros de anticuerpo de mayor orden. Como alternativa, pueden formarse homodimeros de anticuerpo a través
de técnicas de engarce quimico conocidas en la materia, tales como a través del uso de agentes de
entrecruzamiento. Los entrecruzadores adecuados incluyen los que son heterobifuncionales, que tienen dos grupos
claramente reactivos separados por un espaciador apropiado (tal como m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida
éster, succinimidil  4-(maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato y  N-succinimidil ~ S-acetiltio-acetato) u
homobifuncionales (tales como suberato de disuccinimidilo). Tales engarces estan disponibles en el mercado de, por
ejemplo, Pierce Chemical Company, Rockford, IL. También puede hacerse que los anticuerpos multimericen a través
de técnicas de ADN recombinante conocidas en la materia.

Los ejemplos de otros derivados de anticuerpo proporcionados por la presente divulgacion incluyen anticuerpos de
cadena sencilla, diacuerpos, anticuerpos de dominio, nanocuerpos y unicuerpos. Un “anticuerpo de cadena sencilla”
(scFv) consiste en una cadena polipeptidica sencilla que comprende un dominio V| ligado a un dominio V4 en la que
el dominio V. y dominio V4 se emparejan para formar una molécula monovalente. Puede prepararse un anticuerpo
de cadena sencilla de acuerdo con un procedimiento conocido en la técnica (véase, por ejemplo, Bird y col., (1988)
Science 242:423 426 y Huston y col., (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879 5883). Un “diacuerpo” consiste en
dos cadenas, comprendiendo cada cadena una region variable de cadena pesada conectada a una region variable
de cadena ligera en la misma cadena polipeptidica conectada por un engarce peptidico corto, en las que las dos
regiones de la misma cadena no se emparejan entre si sino con dominios complementarios en la otra cadena para
formar una molécula biespecifica. Se conocen en la técnica procedimientos para preparar diacuerpos (véase, por
ejemplo, Holliger P. y col., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444 6448 y Poljak R. J. y col., (1994) Structure
2:1121 1123). Los anticuerpos de dominio (dAb) son unidades de unién funcionales pequefias de anticuerpos, que
corresponden a las regiones variables de las cadenas pesada o ligera de los anticuerpos. Los anticuerpos de
dominio se expresan bien en sistemas celulares bacterianos, de levadura y de mamifero. Se conocen en la técnica
detalles adicionales de anticuerpos de dominio y procedimientos de produccién de los mismos (véase, por ejemplo,
Patentes de Estados Unidos N.° 6.291.158; 6.582.915; 6.593.081; 6.172.197; 6.696.245; Patentes europeas
0368684 y 0616640; documentos WO 05/035572, WO 04/101790, WO 04/081026, WO 04/058821, WO 04/003019 y
WO03/002609). Los nanocuerpos derivan de las cadenas pesadas de un anticuerpo. Un nanocuerpo tipicamente
comprende un dominio variable sencillo y dos dominios constantes (CH2 y CH3) y conserva capacidad de unién a
antigeno del anticuerpo original. Los nanocuerpos pueden prepararse por procedimientos conocidos en la técnica
(véase por ejemplo, Patente de Estados Unidos N.° 6.765.087, Patente de Estados Unidos N.° 6.838.254,
documento WO 06/079372). Los unicuerpos consisten en una cadena ligera y una cadena pesada de un anticuerpo
IgG4. Los unicuerpos pueden prepararse por la retirada de la region bisagra de anticuerpos IgG4. Pueden
encontrarse detalles adicionales de unicuerpos y procedimientos para prepararlos en el documento WO
2007/059782.

C. ACIDOS NUCLEICOS, VECTORES, CELULAS HUESPED Y PROCEDIMIENTOS RECOMBINANTES PARA
PRODUCIR ANTICUERPOS DE 4-1BB

Otro aspecto de la divulgacion proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia
de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos de una molécula de unién proporcionada por la presente
divulgacion. La secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos puede ser cualquier parte de
un anticuerpo, tal como una CDR, una secuencia que comprende una, dos o tres CDR, una regién variable de una
cadena pesada, region variable de una cadena ligera o puede ser una cadena pesada de longitud completa o una
cadena ligera de longitud completa. Un acido nucleico de la divulgacion puede ser, por ejemplo, ADN o ARN y puede
0 no contener secuencias intrénicas. Tipicamente, el acido nucleico es una molécula de ADNc.

En algunas realizaciones, la divulgacién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende o
consiste en una secuencia de nucleotidos que codifica una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en: (1) secuencia de aminoacidos de una H-CDR3 o L-CDR3 de un anticuerpo ilustrativo; (2) una region
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variable de una cadena pesada o region variable de una cadena ligera de un anticuerpo ilustrativo; o (3) una cadena
pesada de longitud completa o cadena ligera de longitud completa de un anticuerpo ilustrativo.

En otras realizaciones, la molécula de acido nucleico comprende o consiste en una secuencia de nucleétidos que
codifica una secuencia de aminoacidos como se expone en una cualquiera de SEQ ID NO: 1 - 10, 15- 24, 29 - 38,
43, 44, 45, 46, 51, 52, 55-57, 60, 61, 64 y 65.

En otras realizaciones mas, la molécula de acido nucleico comprende o consiste en una secuencia de nucleétidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 11-14, 25-28, 39-42, 47-50, 53, 54, 58, 59, 62, 63, 66 y 67.

Pueden obtenerse acidos nucleicos de la divulgacion cualquier técnica de biologia molecular adecuada. Para
anticuerpos expresados por hibridomas, pueden obtenerse ADNc que codifican las cadenas ligera y pesada del
anticuerpo realizado por el hibridoma mediante amplificacién por PCR o técnicas de clonacion de ADNc. Para
anticuerpos obtenidos de una biblioteca génica de inmunoglobulina (por ejemplo, usando técnicas de presentacion
de fagos), el acido nucleico que codifica el anticuerpo puede recuperarse de la biblioteca.

El ADN aislado que codifica la regién Vy puede reconvertirse a un gen de cadena pesada de longitud completa
uniendo operativamente el ADN que codifica Vy con otra molécula de ADN que codifica regiones constantes de
cadena pesada (CH1, CH2 y CH3). Las secuencias de genes de region constante de cadena pesada humanos se
conocen en la técnica (véase por ejemplo, Kabat y col. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest,
Quinta Edicion, Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos, Publicacion de NIH N.° 91-
3242) y pueden obtenerse fragmentos de AND que abarcan estas regiones por amplificacion de PCR convencional.
La regién constante de cadena pesada puede ser una region constante 1IgG1, 1I9G2, 1IgG3, 1gG4, IgA, IgE, IgM o IgD,
pero mas preferentemente es una region constante IgG1 o IgG4. La secuencia de region constante IgG1 puede ser
cualquiera de los diversos alelos o alotipos que se sabe que aparecen entre diferentes individuos, tales como Gm(1),
Gm(2), Gm(3) y Gm(17). Estos alotipos representan sustitucion de aminoacidos de origen natural en las regiones
constantes IgG1. Para un gen de cadena pesada de fragmento Fab, el ADN que codifica Vy puede unirse
operativamente a otra molécula de ADN que codifica solamente la regidon constante de cadena pesada CH1.

El ADN aislado que codifica la regién V. puede convertirse en un gen de cadena ligera de longitud completa (asi
como gen de cadena ligera de Fab) uniendo operativamente el ADN que codifica V. con otra molécula de ADN que
codifica la region constante de cadena ligera, CL. Las secuencias de genes de region constante de cadena ligera
humana se conocen en la técnica (véase, por ejemplo, Kabat y col. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Quinta Edicion, Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos, Publicacion de NIH
N.° 91-3242) y pueden obtenerse fragmentos de ADN que abarcan estas regiones mediante amplificacion por PCR
convencional. La regién constante de cadena ligera puede ser una region constante kappa o lambda.

Para crear un gen de scFv, los fragmentos de ADN que codifican V4 y V. se unen operativamente a otro fragmento
que codifica un engarce flexible, por ejemplo, que codifica la secuencia de aminoacidos (Gly4 - Ser)s, de modo que
las secuencias Vy y Vi pueden expresarse como una proteina de cadena sencilla contigua, con las regiones V y Vy
unidas por el engarce flexible (véase por ejemplo, Bird y col., Science 242:423-426 (1988); Huston y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85:5879-5883 (1988); y McCafferty y col., Nature 348:552-554 (1990)).

La presente divulgacion proporciona ademas un vector que comprende una molécula de acido nucleico
proporcionada para la presente divulgacion. La molécula de acido nucleico puede codificar una parte de una cadena
ligera o cadena pesada (tal como una CDR o una region variable), una cadena ligera o pesada de longitud completa,
polipéptido que comprende una parte o la longitud completa de una cadena pesada o ligera o una secuencia de
aminoacidos de un derivado de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno. En algunas realizaciones, el vector es
un vector de expresion util para la expresion de una molécula de union, tal como un anticuerpo o un fragmento de
union a antigeno del mismo.

Para expresar una molécula de unién de la divulgacion, se insertan ADN que codifican cadenas ligera y pesada de
longitud completa o parcial en vectores de expresion de modo que las moléculas de ADN se unen operativamente a
secuencias de control transcripcional y traduccional. En este contexto, la expresion “unido operativamente” significa
que un gen de anticuerpo esta ligado a un vector de modo que las secuencias de control traduccional y
transcripcional dentro del vector cumplen su funcién pretendida de regular la transcripcion y traduccion de la
molécula de ADN. El vector de expresion y las secuencias de control de la expresion se seleccionan para que sean
compatibles con la célula huésped de expresion usada. El gen de cadena ligera del anticuerpo y el gen de cadena
pesada del anticuerpo pueden insertarse en vectores separados o, mas tipicamente, ambos genes se insertan en el
mismo vector de expresion. Los genes del anticuerpo se insertan en el vector de expresion por cualquier
procedimiento adecuado (por ejemplo, ligacion de sitios de restriccion complementarios en el fragmento del gen del
anticuerpo y vector o ligacion de extremos romos si no hay sitios de restriccion presentes). Las regiones variables de
cadena pesada Y ligera de los anticuerpos descritos en el presente documento pueden usarse para crear genes de
anticuerpo de longitud completa de cualquier isotipo y subclase de anticuerpo insertandolas en vectores de
expresion que ya codifican regiones constantes de cadena ligera y constantes de cadena pesada del isotipo y
subclase deseados de modo que el segmento Vi se une operativamente al segmento o segmentos Cy dentro del
vector y el segmento Vk se une operativamente al segmento C_ dentro del vector. Adicionalmente, o como
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alternativa, el vector de expresidon recombinante puede codificar un péptido sefal que facilita la secrecién de la
cadena del anticuerpo de una célula huésped. El gen de cadena del anticuerpo puede clonarse en el vector de modo
que el péptido sefal se une en fase con el extremo amino terminal del gen de cadena de anticuerpo. El péptido
sefial puede ser un péptido sefial de inmunoglobulina o un péptido sefial heterélogo (es decir, un péptido sefal de
una proteina no inmunoglobulina).

Ademas de los genes de cadena de anticuerpo, los vectores de expresion de la divulgacion tipicamente portan
secuencias reguladoras que controlan la expresion de los genes de la cadena de anticuerpo en una célula huésped.
La expresion “secuencia reguladora” pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos de control de la
expresion (por ejemplo, sefales de poliadenilacion) que controlan la transcripcion o traduccion de los genes de
cadena de anticuerpo. Tales secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en (Gene Expression Technology.
Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990)). Se apreciara por los expertos en la materia
que el disefio del vector de expresion, incluyendo la seleccion de secuencias reguladoras, puede depender de tales
factores como la seleccion de la célula huésped a transformar, el nivel de expresion de proteina deseado, etc. Los
ejemplos de secuencias reguladoras para expresion en célula huésped de mamifero incluyen elementos virales que
dirigen altos niveles de expresidon proteica en células de mamifero, tales como promotores y/o potenciadores
derivados de citomegalovirus (CMV), virus de simio 40 (SV40), adenovirus (por ejemplo, el promotor tardio principal
de adenovirus (AdMLP) y polioma). Como alternativa, pueden usarse secuencias reguladoras no virales, tales como
el promotor de ubiquitina o promotor de B-globina. Ademas, elementos reguladores compuestos de secuencias de
diferentes fuentes, tales como el sistema de promotor SR, que contiene secuencias del promotor temprano de SV40
y la repeticion terminal larga del virus de leucemia de linfocitos T humanos de tipo 1 (Takebe, Y. y col. (1988) Mol.
Cell. Biol. 8:466-472).

Ademas de los genes de cadena de anticuerpo y secuencias reguladoras, los vectores de expresion pueden portar
secuencias adicionales, tales como secuencias que regulan la replicacion del vector en células huésped (por
ejemplo, origenes de replicacion) y genes marcadores seleccionables. El gen marcador seleccionable facilita la
seleccion de células huésped en las que el vector se ha introducido (véase, por ejemplo, Patentes de Estados
Unidos N.° 4.399.216, 4.634.665 y 5.179.017, todas de Axel y col.). Por ejemplo, tipicamente el gen marcador
seleccionable confiere resistencia a farmacos, tales como G418, higromicina o metotrexato, en una célula huésped
en la que se ha introducido el vector. Los genes marcadores seleccionables incluyen el gen de dihidrofolato
reductasa (DHFR) (para su uso en células huésped dhfr con seleccién/amplificacion por metotrexato) y el gen neo
(para seleccion de G418).

Para expresion de las cadenas ligera y pesada el vector o vectores de expresion que codifican las cadenas pesada y
ligera se transfectan en una célula huésped por cualquier técnica adecuada. Las diversas formas del término
“transfeccion” pretenden abarcar una amplia diversidad de técnicas habitualmente usadas para la introduccion de
ADN exdgeno en una célula huésped procariota o eucariota, por ejemplo, electroporacion, precipitacion por fosfato
calcico, transfeccion de DEAE-dextrano y similares. Aunque es posible expresar los anticuerpos de la divulgacion en
células huésped procariotas o eucariotas, la expresion de anticuerpos en células eucariotas y tipicamente células de
huésped de mamifero, es mas tipica.

La presente divulgaciéon proporciona adicionalmente una célula huésped que contiene una molécula de acido
nucleico proporcionada por la presente divulgacion. La célula huésped puede ser virtualmente cualquier célula para
la que estan disponibles vectores de expresion. Puede ser, por ejemplo, una célula huésped eucariota superior, tal
como una célula de mamifero, una célula huésped eucariota inferior, tal como una célula de levadura y puede ser
una célula procariota, tal como una célula bacteriana. La introduccion de la construcciéon de acido nucleico
recombinante en la célula huésped puede efectuarse por transfeccion de fosfato calcico, DEAE, transfeccion
mediada por dextrano, electroporacion o infeccién por fago.

Los huéspedes procariotas adecuados para transformacion incluyen E. coli, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium
y diversas especies dentro de los géneros Pseudomonas, Streptomyces'y Staphylococcus.

Las células huésped de mamifero para expresar una molécula de unién de la divulgacion incluyen, por ejemplo,
células de Ovario de Hamster Chino (CHO) (incluyendo células CHO dhfr-, descritas en Urlaub y Chasin, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 77:4216-4220 (1980), usadas con un marcador seleccionable DHFR, por ejemplo, como se describe
en Kaufman y Sharp, J. Mol. Biol. 159:601-621 (1982), células de mieloma NSO, células COS y células Sp2. En
particular, para su uso con células de mieloma NSO o CHO, otro sistema de expresion es el sistema de expresion
génica GS (glutamina sintetasa) desvelado en los documentos WO 87/04462, WO 89/01036 y EP 338.841. Cuando
se introducen vectores de expresidon que codifican genes de anticuerpos en células huésped de mamifero, los
anticuerpos se producen cultivando las células huésped durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la
expresion del anticuerpo en las células huésped o secrecion del anticuerpo en el medio de cultivo en el que crecen
las células huésped. Pueden recuperarse anticuerpos del medio de cultivo usando cualquier procedimiento de
purificacién de proteinas adecuado.

D. COMPOSICIONES

En otros aspectos, la presente divulgacién proporciona una composicion que contiene una molécula de union
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proporcionada por la divulgacion. En un aspecto, la composicién es una composicion farmacéutica que comprende
una molécula de unién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las composiciones pueden prepararse por
procedimientos convencionales conocidos en la técnica.

La expresion “composicion farmacéutica” y “formulacion farmacéutica” se refiere a composiciones que comprenden
cualquiera de las moléculas de union, cualquiera de los anticuerpos, cualquiera de las partes de unién a antigeno de
los mismos o un derivado de los mismos, como se describe en el presente documento junto con uno o mas
excipientes, diluyentes o vehiculos farmacéuticamente aceptables segun se requiera para preparar las formas
farmacéuticas para el suministro eficaz de la molécula de unién.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona una composicién que comprende un anticuerpo, o una
parte de unién a antigeno del mismo, proporcionado por la presente divulgacion y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, en la que dicho anticuerpo o una parte de unién a antigeno comprende un dominio variable que
comprende la secuencia de aminoacidos de CDR expuesta en SEQ ID NO: 30 y en la que dicha composicion
comprende no mas de aproximadamente 11 %, 10 %, 8 %, 5 %, 3 % o 2 % de dicho anticuerpo, o parte de unién a
antigeno, que se glucosila en la asparagina de dicha secuencia de aminoacidos en comparacion con la cantidad
total de anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, presente en dicha composicién. En otra realizacion, la
composicion comprende al menos aproximadamente 2 % de dicho anticuerpo, o parte de union a antigeno, que se
glucosila en la asparagina de dicha secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30 en comparacion con la cantidad
total de anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, presente en dicha composicion.

Como se usa en el presente documento, el término “excipiente” significa las sustancias usadas para formular
principios activos farmacéuticos en formulaciones farmacéuticas; en una realizacion preferida, un excipiente no
reduce ni interfiere con el efecto terapéutico primario de los principios activos farmacéuticos. Preferentemente, un
excipiente es terapéuticamente inerte. El término “excipiente” abarca vehiculos, diluyentes, transportadores,
solubilizadores, estabilizadores, agentes formadores de volumen, agentes de ajuste de pH acido o basico y
aglutinantes. Los excipientes también pueden ser las sustancias presentes en una formulacién farmacéutica como
resultado indirecto o no pretendido del procedimiento de fabricacion. Preferentemente, los excipientes se aprueban o
se consideran seguros para administracion humana y animal, es decir, sustancias GRAS (generalmente
consideradas seguras). Las sustancias GRAS se enumeran por la Administracion de Farmacos y Alimentos en el
Cddigo de Regulaciones Federales (CFR) en 21 CFR 182y 21 CFR 184.

La expresiéon “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a cualquier sustancia inactiva que sea adecuada
para su uso en una formulaciéon para el suministro de una molécula de unién. Un vehiculo puede ser un
antiadherente, aglutinante, revestimiento, disgregante, carga o diluyente, conservante (tal como agente antioxidante,
antibacteriano o antifingico), edulcorante, agente retardante de la absorcién, agente humectante, agente
emulsionante, tampén y similares. Los ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen
agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y similares), dextrosa, aceites vegetales
(tales como aceite de oliva), solucidn salina, tampdn, solucion salina tamponada y agentes isotonicos tales como
azucares, polialcoholes, sorbitol y cloruro sédico.

La expresion “agente tamponante” se refiere a un excipiente farmacéuticamente aceptable, que estabiliza el pH de
una preparacion farmacéutica. Los tampones adecuados se conocen bien en la técnica y pueden encontrarse en la
bibliografia. Por ejemplo, pueden emplearse tampones de histidina, tampones de glicina, tampones tris o de acetato
y/o los acidos o bases libres respectivos de los mismos, asi como mezclas de las diversas sales y/o acidos y bases
de los mismo. En una realizacién particular, los tampones son tampones de histidina, es decir tampones que tienen
histidina, generalmente L-histidina como agente tamponante. Un tampon particular es tampon L-histidina/HCI, que
comprende L-histidina, monoclorhidrato de L-histidina o mezclas de L-histidina y monoclorhidrato de L-histidina. Los
tampones de L-histidina generalmente se usan a una concentracion de aproximadamente 0,05 mg/ml a
aproximadamente 10 mg/ml, de aproximadamente 0,1 mg/ml a aproximadamente 5 mg/ml o de aproximadamente
0,5 mg/ml a aproximadamente 1 mg/ml. Los tampones de monoclorhidrato de L-histidina generalmente se usan a
una concentracion de aproximadamente 0,1 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml, de aproximadamente 1 mg/ml a
aproximadamente 5 mg/ml o de aproximadamente 2 mg/ml a aproximadamente 4 mg/ml.

Independientemente del tampdn usado, el pH puede ajustarse a un valor en el intervalo de aproximadamente 4,0 a
aproximadamente 7,0 o de aproximadamente 5,0 a aproximadamente 6,0, con una base o un acido conocidos en la
técnica, por ejemplo acido clorhidrico, acido acético, acido fosforico, acido sulfurico y acido citrico, hidréxido sodico e
hidréxido potasico.

En un aspecto la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende: L-histidina de 0,1 a
1 mg/ml; monoclorhidrato de L-histidina de 1 a 5 mg/ml; Trehalosa deshidratada de 50 a 100 mg/ml; EDTA disddica
dihidrato de 0,01 a 0,1 mg/ml; y polisorbato 80 de 0,05 a 1 mg/ml; a un pH en el intervalo de 4,0 a 7,0.

En una realizaciéon particular, la concentracion de la molécula de unién comprendida en la composicion de acuerdo
con la invencion esta en el intervalo de aproximadamente 10 a aproximadamente 22 mg/ml.

En otra realizacion particular, el agente tamponante comprendido en la composicion de acuerdo con la invencion es
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un tampon de histidina, por ejemplo, un tampdn de L-histidina/HCI, un tampdn de acetato o un tampoén de acetato
sédico. En una realizacién particular, el agente tamponante es L-histidina/HCI.

En una realizacién en particular, el tampén estd a una concentracion de aproximadamente 0,1 mM a
aproximadamente 50 mM o de 1 mM a aproximadamente 25 mM.

El pH de una composicion de la invencion puede seleccionarse de los siguientes intervalos: de 3a 10 o0de 4 a 9. En
una realizacioén particular, el agente tamponante proporciona un pH de 5,0 a 6,0 0 5,5 + 0,3. Pueden ser necesarios
ajustes de pH rutinarios dentro o fuera de estos intervalos para mejorar la solubilidad o estabilidad del polipéptido u
otros componentes de la composicion.

En una realizacion, la composicién comprende un polisorbato, por ejemplo, polisorbato 20 o polisorbato 80. En una
realizacion particular, el polisorbato 80 esta a una concentracion de 0,01 a 10 mg/ml, 0,5 a 5mg/ml o 0,1 a
0,5 mg/ml.

En una realizacién, se selecciona al menos un estabilizador comprendido en la composicién de acuerdo con la
invencion de los grupos de sales, por ejemplo, cloruro sédico, sacaridos, trehalosa dihidrato o sacarosa y
aminoacidos, tales como clorhidrato de arginina. En una realizacion particular, al menos un estabilizador esta a una
concentracion de 10 a 200 mg/ml, 20 a 150 mg/ml o0 50 a 100 mg/ml.

Como se usa en el presente documento, la expresion “agente quelante” generalmente se refiere a un excipiente que
puede formar al menos un enlace (por ejemplo, covalente, iénico o distinto) con un ion metalico. Un agente quelante
es tipicamente un ligando multidentado que puede usarse en composiciones liquidas seleccionadas como un
estabilizador para formar complejo con especies, que podria promover la inestabilidad. Con frecuencia, los
compuestos que pueden actuar como un agente quelante tendran grupos funcionales ricos en electrones. Los
grupos funcionales ricos en electrones adecuados incluyen grupos de acido carboxilico, grupos hidroxi y grupos
amino. La disposicion de estos grupos en acidos aminopolicarboxilicos, acidos hidroxipolicarboxilicos, acidos
hidroxiaminocarboxilicos y similares, da como resultado restos que tienen la capacidad de unirse a metales.

Sin embargo, la presente invencién no pretende limitarse a agentes quelantes que potencian la estabilidad del
anticuerpo principalmente por la capacidad del agente quelante para formar enlaces con un ion metalico. Por lo
tanto, la presente invencion no pretende limitarse por el mecanismo especifico por el que el agente quelante
estabiliza las composiciones de la presente invencion y los excipientes denominados agentes quelantes en el
presente documento pueden conseguir sus propiedades de potenciacion de la estabilidad del anticuerpo a través de
mecanismos que no estan en absoluto relacionados con la capacidad del agente quelante para formar enlaces con
un ion metalico.

Los agentes quelantes que son adecuados para su uso en la presente invencion incluyen, pero sin limitacion, acidos
aminopolicarboxilicos, acidos hidroxiaminocarboxilicos, glicinas N-sustituidas, acido 2-(2-amino-2-oxoetil)
aminoetano sulfonico (BES), deferoxamina (DEF), acido citrico, niacinamida y desoxicolatos. Los ejemplos de acidos
aminopolicarboxilicos adecuados incluyen acido etilendiaminotetraacético (EDTA), acido dietilentriamin pentaacético
5 (DTPA), acido nitrilotriacético (NTA), acido N-2-acetamido-2-iminodiacético (ADA), bis(aminoetil)glicoléter, acido
N,N,N’,N'-tetraacético (EGTA), acido trans-diaminociclohexano tetraacético (DCTA), acido glutdmico y acido
aspartico. Los ejemplos de acidos hidroxiaminocarboxilicos adecuados incluyen acido N-hidroxietiliminodiacético
(HIMDA), N,N-bis-hidroxietilglicina (bicina) y N-(trishidroximetilmetil) 10 glicina (tricina). Un ejemplo de una glicina N-
sustituida adecuada es glicilglicina. Un ejemplo de un desoxicolato es desoxicolato sodico.

Los agentes quelantes usados en la invencion pueden estar presentes, cuando sea posible, como la forma de base
libre o acido libre del compuesto (por ejemplo, denominado de forma intercambiable en el presente documento
“EDTA” o “edetato”) o como una forma de sal correspondiente (por ejemplo, la sal de adicion de acidos o sal de
adicién de bases correspondiente, tal como edetato disédico). Las sales de adicion de acidos adecuadas, por
ejemplo, incluyen sales de metales alcalinos (por ejemplo, sales potasicas o sddicas), sales de metales
alcalinotérreos (por ejemplo, calcio) y pueden prepararse sales usando otros iones metalicos unidos débilmente.
Como se conoce en la técnica, la naturaleza de la sal y el niUmero de cargas a neutralizar dependera del nimero de
grupos carboxilo presentes y el pH al que se proporciona el agente quelante estabilizador. Como también se conoce
en la técnica, los agentes quelantes tienen diversas fuerzas con las que se unen a iones diana particulares. Como
ilustracion adicional, las sales adecuadas de EDTA incluyen edetato dipotasico, edetato disddico, edetato calcico
disdédico, edetato sodico, edetato trisédico y edetato potasico; y una sal adecuada de deferoxamina (DEF) es
mesilato de deferoxamina (DFM).

Los agentes quelantes usados en la invencion pueden estar presentes como una forma anhidrida, solvatada o
hidratada del compuesto o sal correspondiente. Cuando el agente quelante esta en una forma solvatada o hidratada,
puede estar presente en diversos estados de solvatacion o hidratacion (incluyendo, por ejemplo, formas anhidridas,
hidratadas, dihidratadas y trihidratadas). Como ilustraciéon adicional, un hidrato adecuado de EDTA es dihidrato de
EDTA disédico. En una realizacion, el dihidrato de EDTA disddico esta a una concentracion de 0,001 a 5 mg/ml, de
0,01 a2 mg/mly de 0,02 a 0,5 mg/ml. En otra realizacion, el agente quelante puede reducir o prevenir la agregacion
de los anticuerpos en las composiciones descritas en el presente documento. Tales agentes quelantes pueden
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reducir o evitar la degradacion de un anticuerpo que se formula sin la proteccion de un agente quelante.

Las composiciones farmacéuticas generalmente pueden adaptarse a la via de administracion pretendida especifica.
Existen multiples técnicas de administrar un compuesto en la materia incluyendo, pero sin limitaciéon, administracion
oral, aerosol, parenteral y tépica. Las composiciones pueden estar en cualquier forma adecuada, tal como formas
farmacéuticas liquidas, semisolidas y solidas. Los ejemplos de formas farmacéuticas liquidas incluyen solucion (por
ejemplo, soluciones inyectables e infundibles), microemulsién, liposoma, dispersion o suspension. Los ejemplos de
formas farmacéuticas sélidas incluyen comprimido, pildora, capsula, microcapsula y polvo. Una forma particular de la
composicion adecuada para suministrar una molécula de unién es un liquido estéril, tal como una solucién,
suspension o dispersion para inyeccion o infusion. Pueden prepararse soluciones estériles incorporando el
anticuerpo en la cantidad requerida en un vehiculo apropiado, seguido de microfiltracién de esterilizacion.
Generalmente, se preparan dispersiones incorporando el anticuerpo en un vehiculo estéril que contiene un medio de
dispersion basico y otros vehiculos. En el caso de polvos estériles para preparacion de liquido estéril, los
procedimientos de preparacion incluyen secado en vacio y secado en congelacion (liofilizacion) para producir un
polvo del principio activo mas cualquier ingrediente deseado adicional de una solucion previamente filtrada estéril del
mismo. Las diversas formas farmacéuticas de las composiciones pueden prepararse por técnicas convencionales
conocidas en la materia.

La cantidad relativa de una molécula de unién incluida en la composicién variara dependiendo de varios factores,
tales como la molécula de union especifica y vehiculos usados, forma farmacéutica y caracteristicas
farmacodinamicas y de liberaciéon deseadas. En una realizacion, la composicion comprende una molécula de union
en la que dicha concentracion de molécula de unién esta entre 1 y 100 mg/ml, entre 5 y 50 mg/ml o entre 10 y
22 mg/ml. La cantidad de una molécula de unién en una forma farmacéutica sencilla generalmente sera la cantidad
que produce un efecto terapéutico, pero puede ser también una cantidad menor. Generalmente, esta cantidad
variara de aproximadamente 0,01 por ciento a aproximadamente 99 por ciento, de aproximadamente 0,1 por ciento a
aproximadamente 70 por ciento o de aproximadamente 1 por ciento a aproximadamente 30 por ciento en relacién
con el peso total de la forma farmacéutica.

Ademas de la molécula de union, pueden incluirse uno o mas agentes terapéuticos adicionales en la composicion.
Los ejemplos de agentes terapéuticos adicionales se describen posteriormente en el presente documento. La
cantidad adecuada del agente terapéutico adicional a incluir en la composicién puede seleccionarse facilmente por
un experto en la materia y variara dependiendo de varios factores, tales como el agente particular y vehiculo usados,
forma farmacéutica y caracteristicas farmacodinamicas y de liberacion deseadas. La cantidad del agente terapéutico
adicional incluido en una forma farmacéutica sencilla sera generalmente la cantidad del agente que produce un
efecto terapéutico, pero también puede ser una cantidad menor.

E. USO DE LAS MOLECULAS DE UNION Y COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

Las moléculas de unién y composiciones farmacéuticas proporcionadas por la presente divulgaciéon son Utiles para
fines terapéuticos, diagnosticos u otros, tales como potenciar una respuesta inmune, tratar cancer, potenciar la
eficacia de otra terapia de cancer, potenciar la eficacia de vacunas o tratar enfermedades autoinmunes. Por lo tanto,
en otros aspectos, la presente divulgacion proporciona procedimientos para usar las moléculas de unién o
composiciones farmacéuticas. En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un procedimiento para tratar un
trastorno en un mamifero, que comprende administrar al mamifero que necesite tratamiento una cantidad
terapéuticamente eficaz de una molécula de union proporcionada por la divulgacion. La molécula de unién puede ser
un agonista o antagonista de 4-1BB. En algunas realizaciones, la molécula de unién es un agonista de 4-1BB. En
algunas realizaciones, el mamifero es un ser humano.

En algunas realizaciones, el trastorno es un cancer. Una diversidad de canceres en los que esta implicado 4-1BB,
malignos o benignos y primarios o secundarios, puede tratarse o prevenirse con un procedimiento proporcionado por
la divulgacion. Los ejemplos de tales canceres incluyen canceres de pulmén tales como carcinoma broncogénico
(por ejemplo, carcinoma de células escamosas, carcinoma de células pequefas, carcinoma de células grandes y
adenocarcinoma), carcinoma de células alveolares, adenoma bronquial, hamartoma condromatoso (no canceroso) y
sarcoma (canceroso); cancer de corazon tal como mixoma, fibromas y rabdomiomas; canceres de hueso tales como
osteocondromas, condromas, condroblastomas, fiboromas condromixoides, osteomas osteoides, tumores de células
gigantes, condrosarcoma, mieloma multiple, osteosarcoma, fibrosarcomas, histiocitomas fibrosos malignos, tumor de
Ewing (sarcoma de Ewing) y sarcoma de células del reticulo; cancer cerebral tal como gliomas (por ejemplo,
glioblastoma multiforme), astrocitomas anaplasicos, astrocitomas, oligodendrogliomas, meduloblastomas, cordoma,
schwannomas, ependimomas, meningiomas, adenoma de la hipdfisis, pinealoma, osteomas, hemangioblastomas,
craniofaringiomas, cordomas, germinomas, teratomas, quistes dermoides y angiomas; canceres en el sistema
digestivo tales como leiomioma, carcinoma epidermoide, adenocarcioma, leiomiosarcoma, adenocarcinomas de
estdmago, lipomas intestinales, neurofibromas intestinales, fibromas intestinales, pdlipos en el intestino grueso y
canceres colorrectales; canceres de higado tales como adenomas hepatocelulares, hemangioma, carcinoma
hepatocelular, carcinoma fibrolamelar, colangiocarcinoma, hepatoblastoma y angiosarcoma; canceres de rifién tales
como adenocarcinoma de rifién, carcinoma de células renales, hipernefroma y carcinoma de células transicionales
de la pelvis renal; canceres de vejiga; canceres hematoldgicos tales como leucemia linfocitica aguda (linfoblastica),
leucemia mieloide (mielocitica, mielégena, mieloblastica, mielomonocitica) aguda, leucemia linfocitica cronica (por
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ejemplo, sindrome de Sezary y tricoleucemia), leucemia mielocitica (mieloide, mielégena, granulocitica) cronica,
linfoma de Hodgkin, linfoma no de Hodgkin, linfoma de linfocitos B, micosis fungoide y trastornos mieloproliferativos
(incluyendo trastornos mieloproliferativos tales como policitemia vera, mielofibrosis, trombocitemia y leucemia
mielocitica crénica); canceres de la piel tales como carcinoma de células basales, carcinoma de células escamosas,
melanoma, sarcoma de Kaposi y enfermedad de Paget; canceres de cabeza y cuello; canceres relacionados con el
ojo tales como retinoblastoma y melanocarcinoma intraocular; canceres del sistema reproductor masculino tales
como hiperplasia prostatica benigna, cancer de prostata y canceres testiculares (por ejemplo, seminoma, teratoma,
carcinoma embrionario y coriocarcinoma); cancer de mama; canceres del sistema reproductor femenino tales como
cancer uterino (carcinoma endometrial), cancer cervical (carcinoma cervical), cancer de los ovarios (carcinoma
ovarico), carcinoma vulvar, carcinoma vaginal, cancer de las trompas de Falopio y mola hidatiforme; cancer de
tiroides (incluyendo cancer papilar, folicular, anaplasico o medular); feocromocitomas (glandula adrenal);
crecimientos no cancerosos de las glandulas paratiroideas; canceres pancreaticos; y canceres hematoldgicos tales
como leucemias, mielomas, linfomas no de Hodgkin y linfomas de Hodgkin.

En algunas ofras realizaciones, el trastorno es una enfermedad autoinmune. Los ejemplos de enfermedades
autoinmunes que pueden ftratarse con las moléculas de unién incluyen encefalomielitis autoinmune, lupus
eritematoso y artritis reumatoide. La molécula de unién también puede usarse para tratar inflamacion (tal como asma
alérgica) y enfermedad de injerto contra huésped cronica.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un procedimiento para potenciar una respuesta inmune en un
mamifero, que comprende administrar al mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de unién
proporcionada por la divulgacién. En algunas realizaciones, la molécula de unién es un anticuerpo de 4-1BB o
fragmento de union a antigeno del mismo y el mamifero es un ser humano. En una realizacion adicional, la molécula
de union es un anticuerpo agonista de 4-1BB o un fragmento de unién a antigeno del mismo. La expresion
“potenciar la respuesta inmune” o sus variaciones gramaticales, significa estimular, inducir, aumentar, mejorar o
incrementar cualquier respuesta del sistema inmune de un mamifero. La respuesta inmune puede ser una respuesta
celular (es decir, mediada por células, tal como mediada por linfocitos T citotoxicos) o una respuesta humoral (es
decir respuesta mediada por anticuerpos) y puede ser una respuesta inmune primaria o secundaria. Los ejemplos de
potenciacion de respuesta inmune incluyen actividad de linfocitos T auxiliares CD4+ y generacion de linfocitos T
citoliticos aumentadas. La potenciacion de respuesta inmune puede evaluarse usando varias medidas in vitro o in
vivo conocidas por los expertos en la materia, incluyendo, pero sin limitacion, ensayos de linfocitos T citotdxicos,
liberacion de citocinas (por ejemplo produccion de IL-2), regresién de tumores, supervivencia de animales que
portan tumores, producciéon de anticuerpos, proliferacion de células inmunes, expresién de marcadores de superficie
celular y citotoxicidad. Tipicamente, los procedimientos de la divulgacién potencian la respuesta inmune de un
mamifero en comparacion con la respuesta inmune de un mamifero no tratado o un mamifero no tratado usando los
procedimientos reivindicados. En una realizacién, la molécula de unién se usa para potenciar la respuesta inmune
de un ser humano a un patégeno microbiano (tal como un virus). En ofra realizacion, la molécula de union se usa
para potenciar la respuesta inmune de un ser humano a una vacuna. La molécula de unién puede ser un agonista o
antagonista de 4-1BB. En algunas realizaciones, la molécula de unién es un agonista de 4-1BB. En una realizacion,
el procedimiento potencia una respuesta inmune celular, particularmente una respuesta de linfocitos T citotdxicos.
En otra realizacion, la respuesta inmune celular es una respuesta de linfocitos T auxiliares. En otra realizacion mas,
la respuesta inmune es una produccién de citocinas, particularmente produccién de IL-2. La molécula de unién
puede usarse para potenciar la respuesta inmune de un ser humano a un patégeno microbiano (tal como un virus) o
para una vacuna. La molécula de unién puede ser un agonista o antagonista de 4-1BB. En algunas realizaciones, la
molécula de union es un agonista de 4-1BB.

En la practica de los procedimientos terapéuticos, las moléculas de uniéon pueden administrarse solas como
monoterapia o administrarse en combinacién con uno o mas agentes terapéuticos o terapias adicionales. Por lo
tanto, en otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una terapia de combinacién, que comprende una
molécula de unién en combinacion con una o mas terapias o agentes terapéuticos adicionales para administracion
separada, secuencial o simultanea. La expresion “terapia adicional” se refiere a una terapia que no emplea una
molécula de union proporcionada por la divulgacion como un agente terapéutico. La expresion “agente terapéutico
adicional” se refiere a cualquier agente terapéutico distinto de una molécula de unién proporcionado por la
divulgacion. En un aspecto particular, la presente divulgacion proporciona una terapia de combinacion para tratar
cancer en un mamifero, que comprende administrar al mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de una
molécula de unioén proporcionada por la divulgacién en combinacion con uno o mas agentes terapéuticos
adicionales. En una realizacién adicional, el mamifero es un ser humano.

Puede usarse una amplia diversidad de agentes terapéuticos de cancer en combinacién con una molécula de union
proporcionada por la presente divulgacion. Un experto en la materia reconocera la presencia y desarrollo de otras
terapias de cancer que pueden usarse en combinacién con los procedimientos y moléculas de unién de la presente
divulgacién y no estara restringido a las formas de terapia expuestas en el presente documento. Los ejemplos de
categorias de agentes terapéuticos adicionales que pueden usarse en la terapia de combinacioén para tratar cancer
incluyen (1) agentes quimioterapéuticos, (2) agentes inmunoterapéuticos y (3) agentes terapéuticos hormonales.

La expresion “agente quimioterapéutico” se refiere a una sustancia quimica o biolodgica que puede causar muerte de
células cancerosas o interferir con el crecimiento, division, reparaciéon y/o funcion de células cancerosas. Los
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ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen los que se desvelan en los documentos WO 2006/088639, WO
2006/129163 y US 20060153808. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos particulares incluyen: (1) agentes
alquilantes, tales como clorambucilo (LEUKERAN), ciclofosfamida (CYTOXAN), ifosfamida (IFEX), clorhidrato de
mecloretamina (MUSTARGEN), tiotepa (THIOPLEX), estreptozotocina (ZANOSAR), carmustina (BICNU, OBLEA
GLIADEL), lomustina (CEENU) y dacarbacina (DTIC-DOME); (2) alcaloides o alcaloides vegetales de la vinca,
incluyendo antibidticos citotdxicos, tales como doxorrubicina (ADRIAMYCIN), epirrubicina (ELLENCE,
PHARMORUBICIN), daunorrubicina (CERUBIDINE, DAUNOXOME), nemorrubicina, idarrubicina (IDAMYCIN PFS,
ZAVEDOS), mitoxantrona (DHAD, NOVANTRONE). dactinomicina (actinomicina D, COSMEGEN), plicamicina
(MITHRACIN), mitomicina (MUTAMYCIN) y bleomicina (BLENOXANE), tartrato de vinorelbina (NAVELBINE),
vinblastina (VELBAN), vincristina (ONCOVIN) y vindesina (ELDISINE); (3) antimetabolitos, tales como capecitabina
(XELODA), citarabina (CYTOSAR-U), fludarabina (FLUDARA), gemcitabina (GEMZAR), hidroxiurea (HYDRA),
metotrexato (FOLEX, MEXATE, TREXALL), nelarabina (ARRANON), trimetrexato (NEUTREXIN) y pemetrexed
(ALIMTA); (4) antagonistas de pirimidina, tales como 5-fluorouracilo (5-FU); capecitabina (XELODA), raltitrexed
(TOMUDEX), tegafururacilo (UFTORAL) y gemcitabina (GEMZAR); (5) taxanos, tales como docetaxel (TAXOTERE),
paclitaxel (TAXOL); (6) farmacos de platino, tales como cisplatino (PLATINOL), carboplatino (PARAPLATIN) y
oxaliplatino (ELOXATIN); (7) inhibidores de topoisomerasa, tales como irinotecan (CAMPTOSAR), topotecan
(HYCAMTIN), etoposido (ETOPOPHOS, VEPESSID, TOPOSAR) y teniposido (VUMON); (8) epipodofilotoxinas
(derivados de podofilotoxinas), tales como etopdsido (ETOPOPHOS, VEPESSID, TOPOSAR); (9) derivados de
acido folico, tales como leucovorina (WELLCOVORIN); (10) nitrosoureas, tales como carmustina (BiCNU), lomustina
(CeeNU); (11) inhibidores de tirosina quinasa receptora, incluyendo receptor de factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), receptor de insulina, receptor de factor de crecimiento de
tipo insulina (IGFR), receptor de factor de crecimiento de hepatocitos (HGFR) y receptor de factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGFR) tal como gefitinib (IRESSA), erlotinib (TARCEVA), bortezomib (VELCADE), mesilato
de imatinib (GLEEVEC), genefitinib, lapatinib, sorafenib, talidomida, sunitinib (SUTENT), axitinib, rituximab
(RITUXAN, MABTHERA),, trastuzumab (HERCEPTIN), cetuximab (ERBITUX), bevacizumab (AVASTIN) y
ranibizumab (LUCENTIS), lym-1 (ONCOLYM), anticuerpos para el receptor de factor de crecimiento de tipo insulina
1 (IGF-1R) que se desvelan en el documento WO 2002/053596); (12) inhibidores de angiogénesis tales como tales
como bevacizumab (AVASTIN), suramina (GERMANIN), angiostatina, SU5416, talidomida e inhibidores de
metaloproteinasa de matriz (tales como batimastat y marimastat) y los que se desvelan en el documento WO
2002055106; y (13) inhibidores de proteasoma, tales como bortezomib (VELCADE).

La expresion “agentes inmunoterapéuticos” se refiere a una sustancia quimica o biolégica que puede potenciar una
respuesta inmune de un mamifero. Los ejemplos de agentes inmunoterapéuticos incluyen: bacilo Calmette-Guerin
(BCG); citocinas tales como interferones; vacunas tales como inmunoterapia personalizada MyVax, Onyvax-P,
Oncofago, GRNVACH1, Favld, Provenge, GVAX, Lovaxina C, BiovaxID, GMXX y NeuVax; y anticuerpos tales como
alemtuzumab (CAMPATH), bevacizumab (AVASTIN), cetuximab (ERBITUX), gemtuzunab ozogamicina
(MYLOTARG), ibritumomab tiuxetan (ZEVALIN), panitumumab (VECTIBIX), rituximab (RITUXAN, MABTHERA),
trastuzumab (HERCEPTIN), tositumomab (BEXXAR), ipilimumab (YERVQY) tremelimumab, CAT-3888, anticuerpos
agonistas de receptor OX40 (tales como los desvelados en el documento WO 2009/079335), anticuerpos agonistas
para el receptor CD40 (tales como los desvelados en el documento WO 2003/040170) y agonistas de TLR-9 (tales
como los desvelados en los documentos WO 2003/015711, WO 2004/016805 y WO 2009/022215).

La expresion “agente terapéutico hormonal” se refiere a una sustancia quimica o biolégica que inhibe o elimina la
produccion de una hormona o inhibe o contrarresta el efecto de una hormona en el crecimiento y/o supervivencia de
células cancerosas. Los ejemplos de tales agentes adecuados para los procedimientos del presente documento
incluyen los que se desvelan en el documento US 20070117809. Los ejemplos de agentes terapéuticos hormonales
particulares incluyen tamoxifeno (NOLVADEX), toremifeno (Fareston), fulvestrant (FASLODEX), anastrozol
(ARIMIDEX), exemestano (AROMASIN), letrozol (FEMARA), acetato de megestrol (MEGACE), goserelina
(ZOLADEX) y leuprolide (LUPRON). Las moléculas de union de la presente divulgacion también pueden usarse en
combinacion con terapias hormonales no farmacolégicas tales como (1) procedimientos quirurgicos que retiran todo
o parte de los 6rganos o glandulas que participan en la produccion de la hormona, tales como los ovarios, los
testiculos, la glandula adrenal y la glandula hipdfisis y (2) tratamiento con radiaciéon, en el que los 6érganos o
glandulas del paciente se someten a radiacion en una cantidad suficiente para inhibir o eliminar la produccion de la
hormona diana.

La terapia de combinacion para tratar cancer también abarca la combinacion de una molécula de union con cirugia
para retirar un tumor. La molécula de unién puede administrarse al mamifero antes, durante o después de la cirugia.

La terapia de combinacién para tratar cancer también abarca combinacion de una molécula de unién con
radioterapia, tal como radioterapia ionizante (electromagnética) (por ejemplo, rayos X o rayos gamma) y radioterapia
de rayos de particulas (por ejemplo, radiacion de alta energia lineal). La fuente de radiaciéon puede ser externa o
interna al mamifero. La molécula de unién puede administrarse al mamifero antes, durante o después de la
radioterapia.

Las moléculas de unién y composiciones proporcionadas por la presente divulgacion pueden administrarse mediante
cualquier via entérica a o via parenteral de administraciéon adecuada. El término “via entérica” de administracion se
refiere a la administracion mediante cualquier parte del tracto gastrointestinal. Los ejemplos de vias entéricas
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incluyen via oral, mucosa, bucal y rectal o via intragastrica. “Via parenteral” de administracion se refiere a una via de
administracion distinta de via entérica. Los ejemplos de vias parenterales de administracion incluyen administracion
intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, intratumoral, intravesicular, intraarterial, intratecal,
intracapsular, intraorbital, intracardiaca, transtraqueal, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal,
epidural e intraesternal, subcutanea o tdépica. Los anticuerpos y composiciones de la divulgacion pueden
administrarse usando cualquier procedimiento adecuado, tal como por ingestion oral, tubo nasograstico, tubo de
gastrostomia, inyeccion, infusién, bomba de infusion implantable y bomba osmética. La via y procedimiento
adecuado de administracion puede variar dependiendo de varios factores tales como el anticuerpo especifico usado,
la tasa de absorcion deseada, formulacion o forma farmacéutica especifica usada, tipo o gravedad del trastorno a
tratar, el sitio especifico de accion y las condiciones del paciente y pueden seleccionarse facilmente por un experto
en la materia.

La expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” de una molécula de unién se refiere a una cantidad que es eficaz
para un fin terapéutico pretendido. Por ejemplo, en el contexto de potenciar una respuesta inmune, una “cantidad
terapéuticamente eficaz” es cualquier cantidad que sea eficaz para estimular, inducir, aumentar, mejorar o
incrementar cualquier respuesta del sistema inmune de un mamifero. En el contexto de tratar una enfermedad, una
“cantidad terapéuticamente eficaz” es cualquier cantidad que es suficiente para provocar cualquier efecto deseable o
beneficioso en el mamifero a tratar. Especificamente, en el tratamiento de cancer, los ejemplos de efectos
beneficiosos o deseables incluyen inhibiciéon del crecimiento adicional o proliferacién de células cancerosas, muerte
de células cancerosas, inhibicion de reaparicion de cancer, reduccion de dolor asociado con el cancer o mejora de la
supervivencia del mamifero. La cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo de 4-1BB habitualmente varia de
aproximadamente 0,001 a aproximadamente 500 mg/kg y mas habitualmente de aproximadamente 0,01 a
aproximadamente 100 mg/kg, del peso corporal del mamifero. Por ejemplo, la cantidad puede ser de
aproximadamente 0,3 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 50 mg/kg o 100 mg/kg de peso corporal del
mamifero. En algunas realizaciones, la cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo de 4-1BB esta en el
intervalo de aproximadamente 0,01 - 30mg/kg del peso corporal del mamifero. En algunas realizaciones
adicionales, la cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo de 4-1BB esta en el intervalo de aproximadamente
0,05 - 15 mg/kg del peso corporal del mamifero. El nivel de dosificacion preciso a administrar puede determinarse
facilmente por un experto en la materia y dependera de varios factores, tales como el tipo y gravedad del trastorno a
tratar, la molécula de unién particular empleada, la via de administracién, el momento de administracion, la duracién
del tratamiento, la terapia adicional particular empleada, la edad, sexo, peso, condicion, salud general e historial
médico anterior del paciente a tratar y factores similares bien conocidos en las técnicas médicas.

Una molécula de uniéon o composiciéon se administra habitualmente en multiples ocasiones. Los intervalos entre
dosis sencillas pueden ser, por ejemplo, semanales, mensuales, cada tres meses o anuales. Un régimen de
tratamiento ejemplar implica administracion una vez por semana, una vez cada dos semanas, una vez cada tres
semanas, una vez cada cuatro semanas, una vez al mes, una vez cada tres meses o una vez cada tres a seis
meses. Los regimenes de dosificacion tipicos para un anticuerpo de 4-1BB incluyen 1 mg/kg de peso corporal o
3 mg/kg de peso corporal mediante administracion intravenosa, usando uno de los siguientes programas de
dosificacion: (i) cada cuatro semanas durante seis dosificaciones, después cada tres meses; (ii) cada tres semanas;
(iii) 3 mg/kg de peso corporal una vez seguido de 1 mg/kg de peso corporal cada tres semanas.

La presente divulgacion se ilustra adicionalmente por los siguientes ejemplos que no deberian interpretarse como
limitantes adicionales.

Ejemplos

Ejemplo 1: generacion de fragmentos fab que se unen a 4-1bb

Ciertos anticuerpos proporcionados por la presente invencién se generaron originalmente a partir de Fab que se
unen a 4-1BB humano. Los Fab se seleccionaron de una biblioteca de presentacion de fagos, la biblioteca de
fagémidos MorphoSys HUCAL GOLD®, después seleccién alterna en FC de 4-1BB y células que expresan 4-1BB
humano. Estos Fab incluyen los que se designan como “Fab-6032,” “Fab 7361, “Fab-7480,” y “Fab-7483.” Los
anticuerpos de 4-1BB MOR-6032, MOR 7361, MOR-7480 y MOR-7483 desvelados en la presente solicitud se
generaron a partir de “Fab-6032,” “Fab-7361," “Fab-7480,” and “Fab-7483, respectivamente. La secuencia de
aminoacidos de la region variable de cadena ligera y region variable de cadena pesada de un Fab dado son
idénticas a la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera y la region variable de cadena
pesada, respectivamente, de un anticuerpo ilustrativo cuya designacion comparte el mismo numero con la
designacion del Fab. Por ejemplo, Fab-7840 y el anticuerpo MOR-7480 tienen secuencias de aminoacidos idénticas
para su region variable de cadena ligera y region variable de cadena pesada, respectivamente.

La biblioteca de fagémidos se basa en el concepto de HUCAL® (Knappik y col., 2000, J. Mol. Biol. 296(1):57-86) y
emplea la tecnologia de CysDisplay™ para presentar el Fab en la superficie de fago (L6hning, documento WO
01/05950). HUCAL GOLD® proporciona la opcién de realizar selecciones con seis sub-bibliotecas sencillas
comprendiendo cada una un gen maestro de VH (VH1, VH2, VH3, VH4, VH5, VH6) combinado con los siete genes
maestros de VL o realizando selecciones usando grupos de fagos combinados. Los fagos para el primer ciclo de
selecciones se prepararon por Hyperphage (M13KO7Aplll, obtenido de Progen, Heidelberg, Alemania). HUCAL
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GOLD® se describe en detalle en Christine Rothe, y col, J. Mol. Biol. (2008) 376, 1182-1200.

Se realizd seleccion en fase solida usando 4-1BB-Fc humano recombinante (R&D Systems, Cat. N.° 838-4B;
Minneapolis, MN).

Ejemplo 2. caracterizaciones de fab

Las caracterizaciones de los cuatro Fab descritos en el ejemplo 1 se determinaron en los ensayos descritos
posteriormente usando el formato de Fab monovalente que comprende un Fab que tiene un marcador Flag/His.

2A. Afinidad determinada con procedimiento de valoracion en equilibrio de solucién (SET)

La afinidad (expresada como Kp) de los cuatro Fab se determind usando el procedimiento de SET usando una
instrumentacion de Meso Scale Discovery (“MSD”). Se usaron fracciones monoméricas de proteina de anticuerpo (al
menos 90 % de contenido monomeérico, analizado por SEC analitico; Superdex75 (Amersham Pharmacia) para Fab
o Tosoh G3000SWXL (Tosoh Bioscience) para IgG, respectivamente).

La determinacion de afinidad en solucion se realizd basicamente como se describe en la bibliografia (Friguet y col.
1985). Para mejorar la sensibilidad y precision del procedimiento de SET, se transfirié de ELISA clasica a tecnologia
basada en ECL (Haenel y col. 2005).

Se marcaron anticuerpos especificos anti-fragmento (Fab), humano de cabra 1 mg/ml (Dianova) con MSD Sulfo-
Tag™ NHS-Ester (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD, Estados Unidos) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Los experimentos se llevaron a cabo en placas de microtitulacion de polipropileno y PBS pH 7,4 con BSA 0,5 % y
Tween 20 0,02 % como tampoén de ensayo. Se diluyd 4-1BB humano no marcado en una serie 2", comenzando con
una concentracion al menos 10 veces superior a la Kp esperada. Se usaron pocillos sin antigeno para determinar
valores de Bnasx; se usaron pocillos con tampoén de ensayo para determinar el fondo. Después de la adicion de, por
ejemplo, Fab 30 pM (concentracion final de 60 ul de volumen final), la mezcla se incubd durante una noche a
temperatura ambiente. La concentracion de Fab aplicada fue similar a o por debajo de la Kp esperada.

Se revistieron placas de MSD convencionales con 4-1BB humano 0,05 ug/ml en PBS (30 pl/pocillo), se incubaron
durante una noche y se bloquearon con BSA 3 % en PBS durante una hora. Después de lavar la placa con tampdn
de ensayo, las muestras equilibradas se transfirieron a esas placas (30 ul por pocillo) y se incubaron durante 20
minutos. Después de lavar, se afiadieron 30 pl/pocillo del anticuerpo de detecciéon marcado con MSD Sulfo-tag
((Fab)z de cabra anti-humano) en una dilucién final de 1:1500 a la placa de MSD y se incub6 durante 30 minutos en
un agitador de Eppendorf (700 rpm).

Después de lavar la placa y afadir Tampén de Lectura T de MSD 30 ul/pocillo con tensioactivo, se detectaron
sefiales de electroquimioluminiscencia usando un Sector Imager 6000 (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD,
Estados Unidos).

Los datos se evaluaron son software XLfit (IDBS) aplicando modelos de ajuste adaptados. Para determinacion de Kp
de moléculas Fab se us6 el siguiente modelo de ajuste (Haenel y col., 2005) y se modificé de acuerdo con Abraham
y col. (1996, J. Molec. Recog. 9(5-6):456-461):

Bméx 2
y=B_. — [m([f’ab]t +x+K, —f([Fab], + x+ K ,)* — 4x[Fab], )]

[Fabl:: Concentracion de Fab total aplicado

X: Concentracion de antigeno soluble total aplicado (sitios de union)
Bmax: Sefial maxima de Fab sin antigeno

Kp: Afinidad

Los resultados se presentan en la Tabla 3.

2B. Determinacion de Kp de Biacore en Antigeno Revestido Directamente

Para determinacion de Kp, se usaron fracciones de Fab monomeérico (al menos 90 % de contenido monomérico,
analizado por SEC analitico; Amersham Pharmacia) como analito. Se analizé la unién a antigeno inmovilizado
usando un instrumento BIAcore3000 (Biacore, Suecia).

Las contantes de velocidad cinética kon ¥ koif S€ determinaron con diluciones en serie de la union respectiva de Fab
al antigeno inmovilizado de forma covalente CD137/4-1BB humano usando el instrumento Biacore 3000 (Biacore,
Suecia). Para inmovilizacion de antigeno covalente se usé quimica de acoplamiento de amina EDC-NHS
convencional. Se realizaron mediciones cinéticas en HBS-EP (HEPES 10 mM; pH 7,4; NaCl 150 mM; EDTA 3 mM,;
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Tween 20 0,005 %) a un caudal de 20 pl/minuto usando concentraciones de Fab que variaban de aproximadamente
16 a 500 nM. El tiempo de inyeccion para cada concentracion fue de 1 minuto, seguido de al menos 3 minutos de
fase de disociacion. Para regeneracion, se usaron una o mas inyecciones de 5 pl de glicina/HCI pH 2.

Para estimacion de Kp de moléculas IgG completas, se inyectaron IgG como muestras en una microplaca sensora
F1 con una baja densidad de 4-1BB humano inmovilizado de forma covalente (aproximadamente 130 UR) usando
una dilucién en serie 2" con concentraciones que variaban de 16 a 500 nM. Se evaluaron sensogramas usando un
modelo de ajuste bivalente comparado cualitativamente para clasificar los valores de Kp correspondientes.

Todos los sensogramas se ajustaron usando software de evaluacion BIA 3.1 (Biacore). Los resultados se presentan
en la Tabla 3.

2C. Unién de Fab en Ensayo de ELISA

La unién de los cuatro Fab se determiné usando técnicas de ELISA convencionales en 4-1BB/Fc humanos
revestidos directamente. Los resultados se presentan en la Tabla 3.

2D. Unién de Fab en Ensayo de FACS

La unién de los cuatro Fab se determiné usando técnicas de ensayo de FACS convencional en células HEK293
transfectadas de forma estable y que expresaban 4-1BB humano asi como células de control negativo 300.19 (linea
de linfocitos B murinos). Los resultados se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Propiedades de Unién de Fab

Fab Afinidad de Afinidad de SET Ensayo de ELISA | Ensayo de FACS
BlAcore
Ko [pM] CE50 [nM] CE50 [nM]

Ko [nM]
Fab-6032 66 No medida 1,0 270
Fab-7361 118 No medida 0,6 105
Fab-7480 0,5 46 0,7 0,9
Fab-7483 0,7 43 0,6 8,9

Ejemplo 3: caracterizacion de IgG

Se seleccionaron varios Fab obtenidos de la seleccion como se ha descrito en el presente documento, incluyendo
Fab-6032, Fab-7361, Fab-7480 y Fab-7483 para conversion en anticuerpos de longitud completa en formatos IgG1 e
IgG4 para caracterizaciones adicionales como se describe en este ejemplo. Los cuatro anticuerpos ilustrativos
identificados en este ejemplo, es decir, MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480 y MOR-7483, se convirtieron a partir de
Fab-6032, Fab- 7361, Fab-7480 y Fab-7483, respectivamente. Los anticuerpos en formato IgG se expresaron y
purificaron y después se caracterizaron en ELISA, FACS y ensayos de gen indicador de luciferasa.

3A. Conversién a IgG

Para expresar IgG de longitud completa, se subclonaron fragmentos de dominio variable de cadenas pesada (VH) y
ligera (VL) de vectores de expresién de Fab en vectores pMorph® _hlgG apropiados para IgG1 humana e IgG4
humana.

3B. Expresion Transitoria y Purificacion de IgG Humana

Se realiz6 expresion transitoria de IgG humana de longitud completa en células HKB11, que se transfectaron con
vectores de expresion de cadena ligera y pesada IgG a una relacion 1:1. Se recogi6 el sobrenadante de cultivo
celular después de transfeccion y se cambid la escala a 3 veces el volumen de transfeccion, respectivamente. El
sobrenadante se elimind por centrifugacion y filtracion y después se sometié a cromatografia de afinidad de proteina
A convencional (MabSelect SURE, GE Healthcare). Las proteinas se eluyeron y neutralizaron. El procesamiento
corriente abajo adicional implicéd intercambio de tampén y filtracion estéril. Las concentraciones proteicas se
determinaron por espectrometria de UV. La pureza de IgG se analizé en condiciones desnaturalizantes, reductoras y
desnaturalizantes, no reductoras en SDS-PAGE o usando Agilent BioAnalyzer. Se realizé HP-SEC para analizar las
preparaciones de IgG en estado nativo.

3C. Caracterizacion de IgG en ensayo de ELISA

27



10

15

20

ES 2 699 648 T3

Se usaron IgG para caracterizacion de union de ELISA en 4-1BB/Fc humano y 4-1BB/Fc de ratén en una
preparacion revestida directa. La Tabla 4 a continuacidon expone los resultados de union de ELISA para los
anticuerpos MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480 y MOR-7483 todos en formato IgG1.

Tabla 4. Unién de IgG1 en Ensayo de ELISA

Anticuerpo 4-1BB/Fc humano 4-1BB/Fc de raton
CE50 [nM]

MOR-6032 0,2 -

MOR-7361 0,3 N

MOR-7480 0,7 *)

MOR-7483 0,9 -

3D. Selectividad de Unién de Anticuerpos (Ensayo de FACS)

Se evaluod la selectividad de anticuerpos con respecto a 4-1BB frente a proteina de dominio extracelular de 4-1BB y
otros miembros de la superfamilia de TNFR. Estos receptores incluyeron CD40 (TNFRSF5) y OX-40 (CD134,
TNFRSF4). Se usaron IgG para caracterizacion de unién de FACS en células HEK293 de control negativo, asi como
células HEK293T-h4-1BB transfectadas de forma estable y que expresaban 4-1BB humano y células transfectadas
de forma estable 300.19 que expresaban OX-40 y células 300.19 transfectadas de forma estable y que expresaban
CD40. Los resultados de union de FACS para los anticuerpos MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480 y MOR-7483,
todos en formato IgG1, se presentan en la Tabla 5. No se observé union significativa a OX-40 o CD40 a
concentraciones hasta 1000 nM, lo que demuestra que los anticuerpos son al menos 100 veces mas selectivos para
4-1BB frente a otros miembros de la familia relacionada ensayados.

Tabla 5. Selectividad de Union de Anticuerpos (IgG1) en Ensayo de FACS

Anticuerpo 4-1BB de HEK293 parental 0OX-40 CD40 de 300.19
HEK293T de 300.19 Parental
300.19
CE50 [nM]
MOR-6032 0,6 - - - -
MOR-7361 0,8 - - - -
MOR-7480 0,6 - - - -
MOR-7483 0,5 (+) - - -

3E. Caracterizacion de IgG en Ensayo de Gen Indicador de Luciferasa

También se caracterizaron las IgG con respecto a unién en un ensayo de gen indicador de luciferasa usando células
HEK293T-h4-1BB en un ensayo unido a placa, un ensayo de unién soluble y ensayo de union reticulada. La Tabla 6
expone los resultados del ensayo de gen indicador de luciferasa con respecto a anticuerpos MOR-6032, MOR-7361,
MOR-7480 y MOR-7483, todos en formato 1gG1.

Tabla 6. Caracterizacion de IgG1 en Ensayo de Gen Indicador de Luciferasa

Ensayo de gen indicador de luciferasa de IgG
Anticuerpo unido a placa soluble Reticulado
MOR-6032 +++ - +++
MOR-7361 + - +++
MOR-7480 + - e
MOR-7483 + - r

Ejemplo 4. caracterizacion estructural de anticuerpos MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480 Y MOR-7483
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Los procedimientos descritos anteriormente en los Ejemplos 1 - 3 se usaron para producir varios anticuerpos 1gG2
anti-4-1BB completamente humanos, incluyendo anticuerpos designados “MOR-6032", “MOR-7361", “MOR-7480" y
“MOR-7483". Las secuencias de ADNc que codifican las regiones variables de cadena ligera y pesada de los
anticuerpos monoclonales MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480 y MOR-7483 se obtuvieron usando técnicas de PCR
convencionales y se secuenciaron usando técnicas de secuenciacion de ADN convencionales.

Las secuencias de aminoacidos y nucleétidos de la region variable de cadena pesada, cadena pesada de longitud
completa de la subclase 1gG2, region variable de cadena ligera y cadena ligera de longitud completa de los
anticuerpos MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480, MOR-7480.1, MOR-7480.2, MOR-7483, MOR-7483.1 y MOR-
7483.2 se proporcionan en la presente divulgacion; un indice de la SEQ ID NO para estas secuencias se
proporciona en la Tabla 1.

La comparacion de la secuencia de inmunoglobulina de cadena pesada de MOR-6032 con las secuencias de
cadena pesada de inmunoglobulina de linea germinal humana conocidas demostré que la cadena pesada de MOR-
6032 utiliza un segmento Vy de Vy 1-69 de linea germinal humana, un segmento D de la 4-23 de linea germinal
humana y un segmento JH de JH 4a de linea germinal humana.

El andlisis adicional de la secuencia de V4 de MOR-6032 usando el sistema de Kabat de determinacion de region
CDR condujo a la delimitacion de las regiones H-CDR1, H-CDR2 y H-CDR3 como se muestran en SEQ ID NO: 1, 2
y 3 respectivamente.

La comparacion de la secuencia de inmunoglobulina de cadena pesada de MOR-7361 con las secuencias de
cadena pesada de inmunoglobulina de linea germinal humana conocidas demostré que la cadena pesada 7361
utiliza un segmento V4 de V4 3-23 de linea germinal humana, un segmento D de 2-8 de linea germina humana y un
segmento JH de JH 4a de linea germinal humana.

Un analisis adicional de la secuencia V4 de MOR-7361 usando el sistema Kabat de determinacion de region CDR
condujo a la delimitacion de las regiones de cadena pesada H-CDR1, H-CDR2 y H-CDR3 como se muestra en SEQ
ID NO: 15, 16 y 17 respectivamente.

La comparacion de las secuencias de inmunoglobulina de cadena pesada de MOR-7483 y MOR-7480 con las
secuencias de cadena pesada de inmunoglobulina de linea germinal humana conocidas demostraron que las
cadenas pesadas de 7480 y 7483 utilizan un segmento V4 de V4 5 de linea germinal humana, un segmento D de 5-
18 de linea germinal humana y un segmento JH de JH 4a de linea germinal humana.

El analisis adicional de las secuencias de V4 7480 y 7483 usando el sistema Kabat de determinacion de region CDR
condujo a la delimitacion de las regiones H-CDR1, H-CDR2 y H-CDR3 como se muestran en SEQ ID NO: 29, 30 y
31, respectivamente.

La comparacion de las secuencias de inmunoglobulina de cadena ligera de MOR-6032, MOR-7361, MOR-7480 y
MOR-7483 con las secuencias de cadena ligera de inmunoglobulina de linea germinal humana conocidas demuestra
que las cadenas ligeras de 6032, 7361, 7480 y 7483 utilizan todas un segmento V| de A3-R de linea germinal
humana y un segmento JL de JL 3b de linea germinal humana.

El analisis adicional de la secuencia V. de MOR-6032 usando el sistema Kabat de determinacion de region CDR
condujo a la delimitacion de las regiones de cadena ligera CDR1, CDR2 y CDR3 como se muestran en SEQ ID NO:
6, 7 y 8, respectivamente.

El analisis adicional de la secuencia de V. de MOR-7361 usando el sistema Kabat de determinacién de region CDR
condujo a la delimitacion de las regiones L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 como se muestran en SEQ ID NO: 20, 21 y 22,
respectivamente.

El analisis adicional de la secuencia de V. de MOR-7480 usando el sistema Kabat de determinacién de region CDR
condujo a la delimitacion de las regiones L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 como se muestran en SEQ ID NO: 34, 35y 36,
respectivamente.

El analisis adicional de la secuencia de V. de MOR-7483 usando el sistema Kabat de determinacién de region CDR
condujo a la delimitacion de las regiones L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 como se muestran en SEQ ID NO: 34, 35y 55,
respectivamente.

Ejemplo 5: versiones convertidas a linea germinal de anticuerpos MOR-7840 Y MOR-7483

Para minimizar la inmunogenicidad de los anticuerpos MOR-7480 y MOR-7483, se retromutaron varios restos
aminoacidicos a secuencia de linea germinal, como sigue. Se prepard una version de linea germinal de MOR-7480,
designada MOR-7480.1, devolviendo dos aminoacidos en la region FR1 de la cadena variable pesada a la
secuencia de linea germinal. Mas especificamente, Q en el resto aminoacidico nimero 1 se devolvié a la E de linea
germinal y K en el resto aminoacidico numero 19 se devolvid a R. Los dos restos aminoacidicos que se cambiaron
en la region variable de cadena pesada pueden verse comparando la secuencia de aminoacidos de MOR-7480
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(SEQ ID NO: 32) con MOR-7480.1 (SEQ ID NO: 43). En la regién variable de cadena ligera de MOR-7480, se
revirtieron cinco aminoacidos en la region FR1 (D1S, 12Y, A13S, R19S, S21T), dos aminoacidos en la region FR2
(A42S, V45L) y uno en la regién FR3 (E80M) a secuencia de linea germinal. Los ocho aminoacidos que se
cambiaron en la regién variable de cadena ligera pueden verse comparando la secuencia de aminoacidos de MOR-
7480 (SEQ ID NO: 37) con la de MOR-7480.1 (SEQ ID NO: 45).

Ademas, se preparoé una tercera version de MOR-7480 comenzando con la secuencia de region variable de cadena
ligera de MOR-7480.1 (SEQ ID NO: 45) y revirtiendo L45 de vuelta a V para producir MOR-7480.2 (SEQ ID NO: 51).

Una version “convertida a linea germinal” de MOR-7483, designada MOR-7483.1, se prepard retromutando dos
aminoacidos en la regiéon FR1 de la cadena variable pesada a secuencia de linea germinal. Las versiones
convertidas a linea germinal pueden prepararse comenzando con la version de linea germinal de la cadena del
anticuerpo y cambiando después los aminoacidos deseados en las CDR o cualquier combinacién de mutaciones
comenzando desde cualquier version. Para producir MOR-7483.1, Q en el resto aminoacidico nimero 1 se devolvio
ala E de linea germinal y K en el resto aminoacidico numero 19 se devolvié a R. Los dos restos aminoacidicos que
se cambiaron en la regién variable de cadena pesada pueden verse comparando la secuencia de MOR-7483 (SEQ
ID NO: 32) con MOR-7483.1 (SEQ ID NO: 43). En la regién variable de cadena ligera de MOR-7483, se revirtieron
cinco aminoacidos en la region FR1 (D1S, 12Y, A13S, R19S, S21T), dos aminoacidos en la region FR2 (A42S, V45L)
y uno en la region FR3 (E80M) a secuencia de linea germinal. Los ocho aminoacidos que se cambiaron en la regién
variable de cadena ligera pueden verse comparando la secuencia de aminoacidos de MOR-7483 (SEQ ID NO: 56)
con la de MOR-7483.1 (SEQ ID NO: 60).

Ademas, se prepard una tercera version de MOR-7483 retromutando L45 de la secuencia de regién variable de
cadena ligera de MOR-7483.1 (SEQ ID NO: 60) a la V45 de linea germinal para producir MOR-7483.2 (SEQ ID NO:
64).

Ejemplo 6: propiedades in vitro de anticuerpos, incluyendo versiones convertidas a linea germinal

Afinidades de Unién de Anticuerpos (Ensayo de BlAcore)

Se midieron las cinéticas de union de ciertos anticuerpos que se unian a 4-1BB humano por tecnologia de
resonancia de plasmoén superficial (SPR) usando un instrumento Biacore 3000 (GE Healthcare). Se obtuvo proteina
quimérica 4-1BB/Fc humana recombinante que comprendia los aminoacidos 24 - 186 de SEQ ID NO: 68 de R&D
Systems Inc. (N.° 838-4B). La proteina liofilizada se disolvi6 en un tampoén que contenia NaCl 150 mM, HEPES
25 mM pH 8,0, MgCl, 6 mM, polisorbato 20 0,005 % y azida sédica 0,5 mM a una concentracion final de 80 nM
basandose en el peso molecular predicho (44,8 kDa) proporcionado por R&D Systems. La parte Fc de la molécula
se escindi6 por tratamiento por factor bovino Xa (Pierce, n.° 32521) en NaCl 150 mM, HEPES 25 mM pH 8,0, MgCl;
6 mM, polisorbato 20 0,005 %, azida sédica 0,5 mM, usando una incubacién de 20 horas a 22 °C con un Factor Xa
3 % (3 ng de Factor Xa por 100 ng de quimera 4-1BB). La parte de 4-1BB de la molécula comprende los restos
aminoacidicos 24 a 186 de la proteina 4-1BB humana. Se llevaron a cabo experimentos de unién a 25 °C en un
tampon de ejecucion que comprendia NaCl 150 mM, HEPES 25 mM pH 8,0, MgCl, 6 mM, polisorbato 20 0,005 % y
azida sodica 0,5 mM. Se inmovilizaron anticuerpos por acoplamiento de amina convencional a una microplaca
sensora CM5 (GE Healthcare) usando una solucién de 0,1 mg/ml del anticuerpo en acetato sédico 10 mM a pH 5,0.
El 4-1BB se inyectd a un intervalo de concentraciones de 80 nM a 0,16 nM a un caudal de 50 pl/minuto, durante 3,6
minutos seguido de un periodo de disociacion de 26 minutos usando la caracteristica Kinject del instrumento Biacore
3000. El complejo unido se regenerd por un pulso de 1 minuto de acido fosférico 10 mM en agua. Se realizd analisis
de los datos usando el software Scrubber2 (BioLogic Software). Los sensogramas de ajustaron a un modelo de
union de Langmuir 1:1 sencillo. Se mostré que los anticuerpos se unian de forma reversible a 4-1BB humano
recombinante. Los resultados (valores medios) se presentan en la Tabla 7.

Unidn a dominio extracelular de 4-1BB (Ensayo de ELISA)

Se resuspendié la quimera de IgG1Fc 4-1BB humana (R&D Systems, Minneapolis, MN) con solucién salina
tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS) que contenia albumina de suero bovino (BSA) 0,1 % a 0,2 mg/ml y se
diluyé con DPBS a una concentracion final de 0,03 ug/ml. Las placas de 96 pocillos Nunc-Immuno Maxisorp se
revistieron con 0,1 ml por pocillo de la quimera de 4-1BB recombinante dejando pocillos vacios para controles de
union no especifica y se incubaron a 4 °C durante una noche. La solucion de 4-1BB se retird y las placas se lavaron
tres veces con 0,2ml de tampdn de lavado (Tween-20 0,05 % en DPBS). Se afadieron 0,2 ml de tampon de
bloqueo (BSA 5 %, Tween-20 0,05 % en DPBS) a todos los pocillos y se incub6 a 4 °C durante 1 hora con mezcla. El
tampon de bloqueo se retird y las placas se lavaron tres veces con 0,2 ml de tampén de lavado. Se prepararon
diluciones en serie de los anticuerpos de ensayo de 4-1BB en DPBS y se afiadio los 0,1 ml de Ab diluido por pocillo.
Las placas se incubaron 1,5 horas a temperatura ambiente. Se retird la soluciéon de anticuerpo y las placas se
lavaron tres veces con 0,2 ml de tampdn de lavado por pocillo. Se diluyé anticuerpo F(ab’)2 especifico de F(ab’)2
anti-lgG humano de cabra marcado con peroxidasa de rabano rusticano (Jackson Immunoresearch n.° 109-036-097,
West Grove, PA) 1:5000 con DPBS y se afadieron 0,1 ml por pocillo. Las placas se incubaron 1 hora a temperatura
ambiente y se lavaron con 0,2 ml por pocillo de tampdn de lavado. Se afiadieron 0,1 ml de sustrato de peroxidasa
SureBlue TMB microwell (Kirkegaard & Perry Labs, Gaithersburg, MD) y se incubaron durante 20 minutos a
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temperatura ambiente. La reaccion se detuvo afiadiendo un volumen igual de H,SO4 2 M y se leyo la absorbancia a
450 nm en un Spectra Max 340 de Molecular Devices (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Los resultados se
presentan en la Tabla 8.

Union de Competicion de Ligando (Ensayo de ELISA)

Se ensayaron anticuerpos con respecto a su capacidad para bloquear la union de la quimera de 4-1BB
humano_IgG1Fc a ligando de 4-1BB recombinante (4-1BBL) unido a placa. El ligando de 4-1BB humano
recombinante (Biosource/lnvitrogen, Carlsbad, CA) se resuspendié a 0,2 mg/ml en DPBS + albumina de suero
bovino 0,1 % y después se diluyé a 1 ng/ml en DPBS. Se revistieron placas de 96 pocillos de superficie con Nunc-
Immuno MaxiSorp con 0,1 ml/pocillo de la solucion de 4-1BBL durante una noche a 4 °C. El dia siguiente la solucion
de 4-1BBL se retiré y se afiadieron 0,2 ml de tampdn de blogueo (albumina de suero bovino 1 %, Tween-20 0,05 %
en DPBS) y se incubdé a temperatura ambiente durante 2 horas. Durante la etapa de bloqueo las reservas de
anticuerpos se diluyeron en un intervalo de 8 ng/ml a 6 ug/ml en DPBS. Se resuspendié 4-1BB humano — IgG1Fc
recombinante (R&D Systems, Minneapolis, MN) a 0,2 mg/ml en DPBS + albumina de suero bovino 0,1 % y después
se diluyé a 0,2 ug/ml en DPBS. Las placas revestidas con 4-1BBL bloqueado se lavaron tres veces con 0,2 ml de
tampodn de lavado (Tween-20 0,05 % en DPBS). Se afiadieron 60 pl de diluciones de anticuerpo junto con 60 pl de
quimera 4-1BB_IgG1Fc y se incubaron a temperatura ambiente durante 1,5 horas. Las placas se lavaron como se
ha descrito previamente. Se diluyé anticuerpo antimarcador de 6xHistidina con peroxidasa de rabano rusticano (R&D
Systems, Minneapolis MN n.° MABO50H) 1:1000 en DPBS, se afiadieron 50 pl de la solucion resultante a los pocillos
de las placas lavadas y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora. Las placas se lavaron como se ha
descrito previamente, se afiadieron 50 ul de solucién de sustrato TMB a cada pocillo y se incubé a temperatura
ambiente durante 20 minutos. La reaccion se detuvo con 50 ul de H,SO4 0,2 N y se leyo la absorbancia a 450 nm
usando un lector de placa Molecular Devices. Los resultados se presentan en la Tabla 8.

Reactividad Cruzada de Especies de Anticuerpos

La reactividad cruzada de especies de los anticuerpos ejemplares se midié6 usando células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) primarias estimuladas con fitohemaglutinina (PHA) de ser humano, mono cynomolgus
(cyno), perro y rata. Las células se aislaron de acuerdo con el procedimiento descrito posteriormente. Las células se
lavaron (aproximadamente 5,0x10° células/tubo) una vez en tampon de lavado frio (PBS, FBS 2 % y azida sddica
0,02 %) y se afadieron 100 pl/tubo de anticuerpos reactivos a 4-1BB o control conjugado con Alexa Fluor 647 a
15,5 pg/ml (100 nM) a cada muestra junto con anticuerpos marcadores de linfocitos T especificos de especie
marcados. Los anticuerpos marcadores de linfocitos T utilizados son los siguientes, FITC anti-CD3e humano (BD
Pharmingen, n.° 555332), FITC anti-CD3e de rata (BD Pharmingen, n.° 559975), FITC anti-CD4 de conejo + FITC
anti-CD8 de conejo (AbD Serotec, n.° MCA799F y n.° MCA1576F), FITC anti-CD3e de perro (AbD Serotec, n.°
MCA1774F) y PerCP anti-CD3e humano/cyno (BD Pharmingen, n.° 552851). Las células se incubaron en la
oscuridad con anticuerpos de fluorocromo en hielo durante 30 minutos, se lavaron tres veces y se resuspendieron en
0,3 ml de tampon de lavado para analisis. La tincion del anticuerpo se midié y analizé usando un software Becton
Dickinson FACS Calibur y FlowJo 8.8.2.

Aislamiento de linfocitos T humanos. Se recogié sangre completa humana en jeringas que contenian 1 ml de EDTA
0,5 M y se transfirieron después a tubos Sigma Accuspin (Sigma, St. Louis, MO) para el aislamiento de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) como se describe por el fabricante. Las PBMC se lavaron dos veces
con DPBS que contenia EDTA 5 mM vy se aislaron linfocitos T usando una columna de purificacion de linfocitos T
como se describe por el fabricante (R&D Systems, Minneapolis, MN). Brevemente, las PBMC se resuspendieron en
2 ml de tampodn de columna y se cargaron en una columna de aislamiento de linfocitos T prelavada. Las PBMC se
incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente y los linfocitos T se eluyeron con tampdn de columna, se
lavaron una vez y se resuspendieron en TCM a 2x108 células/ml que consistia en RPMI 1640 (Sigma, St Louis, MO)
complementado con suero bovino fetal al 10 % (Sigma, St Louis, MO) y L-glutamina (2 mM), Hepes (10 mM),
penicilina (100 U/ml), estreptomicina (50 ug/ml) (Gibco, Grand Island, NY.).

Aislamiento de PBMC de Cynomolgus. Se recogié sangre completa de cynomolgus (Bioreclamation; Hicksville, NY)
en tubos vacutainer CPT de citrato sédico (BD; Franklin Lakes, NJ) y después se centrifugdé a 1500 x g durante 20
minutos a temperatura ambiente. Los tubos se enviaron durante una noche a 4 °C. Se recogio la fraccion de PBMC
de los tubos CPT y se lavd 2x con PBS que contenia EDTA 5 mM. Después de la etapa de lavado, las PMBC se
contaron y se reajustaron a 2x10° células/ml en medio de cultivo tisular (TCM). El TCM consistia en RPMI 1640
(Sigma, St Louis, MO) complementado con suero bovino fetal al 10 % (Sigma, St Louis, MO) y L-glutamina (2 mM),
HEPES (10 mM), penicilina (100 U/ml), estreptomicina (50 ug/ml) obtenida de Gibco (Grand Island, NY.). Las células
se estimularon con PHA 10 pg/ml 2-3 dias para inducir expresion de 4-1BB.

Aislamiento de PBMC caninas. Se extrajo sangre completa canina en tubos vacutainer heparinizados (BD; Franklin
Lakes, NJ) y se diluyé 1:2 con PBS que contenia EDTA 5 mM. Después de mezclar, se depositaron 4 ml de la
sangre diluida cuidadosamente sobre 3 ml de Lympholyte-Mammal (Cedarlane Laboratories, Westbury, NY) y se
centrifugd a 800 x g durante 20 minutos a 25 °C. Se recogio6 la interfaz de PBMC, se lavé dos veces con PBS y se
resuspendid a 2x108 células/ml en TCM que contenia PHA a 10 ug/ml (Remel, Lenexa, KS). Las células se
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cultivaron durante 48-72 horas antes de ensayar con respecto a union de anticuerpo por citometria de flujo.

Aislamiento de PBMC de rata. Se extrajo sangre completa de rata en tubos vacutainer heparinizados (BD; Franklin
Lakes, NJ) y se diluyé 1:3 con PBS que contenia EDTA 5 mM. Después de mezclar, se depositaron 6 ml de la
sangre diluida cuidadosamente sobre 4,5 ml de Lympholyte-Mammal (Cedarlane Laboratories, Westbury, NY) y se
centrifugd a 800 x g durante 20 minutos a 25 °C. Se recogio6 la interfaz de PBMC, se lavé dos veces con PBS y se
resuspendid a 2x108 células/ml en TCM que contenia PHA a 10 ug/ml (Remel, Lenexa, KS). Las células se

cultivaron durante 48-72 horas antes de ensayar con respecto a unién de anticuerpo por citometria de flujo.

Los resultados de ensayo se proporcionan en la Figura 1. Se descubrié que los anticuerpos se unian al 4-1BB
humano y cyno con alta afinidad, mientras que la unién a 4-1BB de perro y rata no se observé a concentraciones de

100 nM, la mayor concentracion ensayada.

Tabla 7: Afinidades de Unién de Anticuerpos IgG (Biacore)

Anticuerpo ka (M1 s) ka (s7) Ko (nM) t12

MOR7480 (IgG1) 3,6 x10° 1,5 x10% 0,42 82 min
MOR?7480 (1gG2) 4,5 x10° 2,3 x10* 0,57 50 min
MOR-7480.1 (IgG1) 1,2+ 0,3 x108 9,8 +£0,15x103 84+14 1,2 min
MOR-7480.1 (I1gG2) 1,4 + 0,06 x10° 1,2+0,1x102 8,7+1,0 1,0 min
MOR-7480.2 (IgG1) 9,3 x10° 4.1 x10% 0,4 28 min
MOR-7483 (IgG1) 6,0 x10° 4,4 x10* 0,73 26 min
MOR-7483 (IgG2) 3,0 x10° 3,8 x107 13 1,3 min
MOR-7483.1 (IgG1) 8,0 x10° 0,022 28 32 min

Tabla 8: Valores de Competicion de Ligando y Unién de ELISA

ELISA de Unién ELISA de Competicién de Ligando
Anticuerpo Isotipo CE50+DT (nM) % de inhibicion maxima | CI50+DT (nM)
MOR-6032 lgG1 0,071+ 0,029 100+2 0,153+0,067
MOR-6032 oG4 0,226+ 0,161 10012 0,112+0,023
MOR-7361 lgG1 0,091+ 0,010 10012 0,172+0,006
MOR-7480 lgG1 0,076+ 0,008 9612 0,122+0,019
MOR-7480 l9gG2 0,122+ 0,009 98+2 0,125+0,003
MOR-7483 lgG1 0,073+ 0,024 98+2 0,109+0,028
MOR-7483 lgG2 0,165+ 0,035 97+2 0,138+0,015

Mapeo de Epitopos

Para determinar la region de union al epitopo de los anticuerpos agonistas de 4-1BB, se realizaron una serie de
mutaciones (Tabla 9) al dominio extracelular de 4-1BB humana para la secuencia publicada de 4-1BB de perro (Ref.

Sec. XM_845243).
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Tabla 9. Mutante de Dominio Extracelular de 4-1BB humano

Mutante de
dominio
extracelular de 4-
1BB humano

Cambios de Aminoacidos

Hu41BB N&E N30K, A56T, G57S, R60K, T61A

Hu41BB N&E.1 N30K, D38G, N39K, R41K, S46l1, A56T, G57S, R60K, T61A

Hu41BB N&E.2 N30K, A56T, G57S, R60K, T61A, K69E, R75K, E77V

Hu41BB N&E.3 L241, P27S, N42S, T89I, P90S, S100T

L241, P27S, N30K, D38G, N39K, R41K, N42S, S46l, A56T, G57S, R60K, T61A, K69E,

Hu41BBN&EA4 | o5k E77v. T8Ol P9OS, S100T

Hu41BB N&E.5 K115Q, C121R, R134Q, R154S, V156A

Hu41BB N&E.6 S161A, P162S, D164G, L165F, A169T

Todas las mutaciones de humano a perro se prepararon por Gene Dynamics LLC, (Portland, OR) en el vector de
expresion retroviral pMSCVpuro (Clontech Laboratories Mountain View, CA). Adicionalmente se prepar6 la
secuencia de ADNc canina completa mediante sintesis génica correspondiente a Ref. Sec. XM_845243.

Se establecieron preparaciones virales por transfeccion transitoria de células 293T confluyentes a aproximadamente
40-50 % en matraces T-75. Después del cultivo, el sobrenadante viral se filtr6 entonces de forma estéril y se sometid
a concentracion. El virus concentrado se recogio y almacené a -80 °C.

Se transdujeron células 300-19 que crecian de forma logaritmica con retrovirus usando dilucion 1:250 de virus
concentrado mas polibreno 8 ug/ml en DMEM. Después de una incubacion de 24 horas, se afnadié puromicina 2
ug/ml a los cultivos y se mantuvo durante el transcurso del estudio.

Se confirmd la expresion positiva de los receptores 4-1BB por los grupos seleccionados por puromicina mediante
tincion con anticuerpo anti-4-1BB humano de cabra policlonal 1 ug/ml (R&D Systems Inc.) mas F(ab’), anti-IgG (H+L)
de cabra de burro marcado con PE en dilucion 1:200 (Jackson Immunoresearch Inc.). Para determinar el
reconocimiento de los receptores 4-1BB mutantes por los anticuerpos de ensayo los grupos seleccionados por
puromicina se tifieron con dilucion 100 nM del anticuerpo primario no marcado en hielo durante 30 minutos, seguido
de dos lavados con tampén FACS y F(ab’)? anti-IlgG (H+L) de burro marcado con PE especifico de especie en
dilucién 1:200. Las células se analizaron mediante FACS usando un software BD FACS Calibur y FlowJo 8.8.6.

La tincion relativa de cada grupo de células se resume en la Tabla 10.

Tabla 10. Tincion Relativa de Cada Grupo de Células

Ab
(]
m W - N ™ < o) © T o
o o5 W W i i i i @
n pd ) o3 3 3 o3 o3 m o
< z z z z =z =z T
pAb de cabra + + + + + + + + +
BBK-2 + + - + + - + T N
JG1.6A + + - + + - + + -
4B4-1 + + - + + - + + -
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(continuacion)

Ab o

oM — N ™ < 0 © ©

@ P i Wi i i i Wi @ £

< p o5 o3 o3 o3 o3 o3 Qg

< =z =z =z =z =z =z A
6032_G1 + + + - + - + + _
7361_G1 + + + - +- N + T -
7480 _G1 + + + + + + + + +
7480.1_G1 + + + + + + - + -
7480.1_G2 + + + + + + +/- T -
7480.2_G1 + + + + + + + + +
7483 G1 + + + + + + +/- + +/-
7483 G2 + + + + + + - + -

La diferenciacion de unién entre anticuerpos que tienen secuencias similares (MOR-7480, MOR-7480.1, MOR-
7480.2, MOR-7483 y MOR-7483.1) se descubrié dentro de las mutaciones del clon N&E.5, lo que sugiere que los
determinantes para el reconocimiento de anticuerpos quedan dentro de la regiéon mutada.

Para determinar la afinidad relativa de estos anticuerpos por el dominio extracelular de 4-1BB humano y el mutante
del dominio extracelular de 4-1BB humano, mutante N&E.5, se determiné una curva de FACS de respuesta a dosis
para cada anticuerpo. Se diluyeron MOR_7480, MOR_7480.1 y MOR_7480.2 marcados con Alexa Fluor 647 en
tampon FACS desde 1 uM en una serie de diluciones 1:5 de 8 puntos y se usaron para tefiir grupos de células
parentales 300-19, hu4-1BB, hu4-1BB N&E.5 y 4-1BB de perro. Las células se analizaron por FACS usando un
software BD FACS Calibur y FlowJo 8.8.6. La fluorescencia geométrica media de cada grupo que expresaba
receptor se normalizé a tincion de células parentales y se expresé como tincion en veces y se determiné una CE50
para respuesta a dosis. El sumario de CE50 se muestra en la Tabla 11. Se observé una reduccién mayor de 5 veces
en la union para tanto MOR_7480.2 como MOR_7480 para el mutante de 4-1BB humano N&E.5.

Tabla 11. CEsp (nM) de Unién de Anticuerpos

4-1BB mutante
Anticuerpo (IgG1) 4-1BB humano N&E.5
MOR_7480.1 7,916 n/d
MOR_7480.2 0,510 2,730
MOR_7480 1,68 12,29

Actividad Agonista de Anticuerpos (Ensayo de Actividad de Luciferasa)

Se prepararon células 293T que expresaban 4-1BB humano junto con un indicador de luciferasa NFkB integrado de
forma estable. Las células se recogieron, se lavaron y se resuspendieron en medio completo sin rojo fenol (DMEM
que contenia suero bovino fetal 10 %, tampén HEPES, aminoacidos no esenciales y L-glutamina) a una densidad de
0,6 X 108 células/ml. Se sembraron 50 pl de células en cada pocillo de ensayo de una placa de 96 pocillos blanca
(PerkinElmer, Waltham, MA). Se afiadieron anticuerpos de ensayo a cada pocillo en presencia de una relacion 2,5:1
de un Fc anti IgG humano de cabra de Fab’ de anticuerpo de entrecruzamiento (Jackson ImmunoResearch, West
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Grove, PA). La placa se incubd 5 horas a 37 °C. Se afadieron 75 ul de reactivo luciferasa Bright-Glo (Promega,
Madison Wi) y se midié la cantidad de actividad luciferasa usando un contador de centelleo TopCount NXT de
Packard.

Se prepararon células 293T que expresaban 4-1BB de mono cynomolgus por transduccion viral y seleccion de un
grupo estable con puromicina 2 pg/ml. Se sembraron en placas células 293T que expresaban 4-1BB Cyno en un
matraz T-75 a aproximadamente 60-70 % de confluencia, después se transfectaron con 10 pug de pLuc_6xNFkb mas
0,1 ug de pRL-CMV como un control de transfeccion. Se realizaron transfecciones usando reactivo de transfeccion
Fugene 6 (Roche Indianapolis, IN) a una relacion de 1 ug de ADN plasmidico con 6 pl de Fugene de acuerdo con la
instrucciones del fabricante. Las células se recogieron al dia siguiente, se lavaron y se resuspendieron en medio
completo sin rojo fenol (DMEM que contenia suero bovino fetal al 10 %, aminoacidos no esenciales y L-glutamina) a
una densidad de 0,6 X 108 células/ml. Se sembraron 50 pl de células en cada pocillo de ensayo de una placa de 96
pocillos blanca (PerkinElmer, Waltham, MA). Se afadieron anticuerpos de ensayo a cada pocillo en presencia de
una relacion 2,5:1 de un anticuerpo Fc anti-lgG humano de cabra Fab’ de entrecruzamiento (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA). La placa se incub6 5 horas a 37 °C. Se afiadieron 75 pl de reactivo de ensayo
de luciferasa y la cantidad de actividad luciferasa de luciérnaga se midié usando un contador de centelleo Packard
TopCount NXT. Adicionalmente, se afiadieron 75 pl de reactivo Stop & Glo para evaluar la actividad de luciferasa de
renilla. La cantidad de actividad luciferasa de renilla se midié usando un contador de centelleo Packard TopCount
NXT. Los resultados se presentan en la Figura 2.

Actividad Agonista de Anticuerpos (Ensayo de liberacién de IL-2 de linfocitos T primarios)

Se esterilizaron por UV placas de 96 pocillos Nunc Maxisorp antes del revestimiento de placa. Se diluyeron
anticuerpos de ensayo en PBS a 60 pg/ml. Se diluyeron 0,2 ml del Ab diluido en 2 pocillos de una placa de 96
pocillos de polipropileno y se diluy6 en serie 1:3. Se afiadieron 50 ul del Ab diluido a la placa de ensayo de 96
pocillos Maxisorp estéril e inmediatamente se afiadieron 50 ul de clon UCHT1 anti CD3¢ humano 20 pg/ml
(Biolegend San Diego, CA). Todas las placas se incubaron después durante una noche a 4 °C. Al dia siguiente, las
placas revestidas con Ab se lavaron 1x con PBS y se afiadieron 0,15 ml de medio completo RPMI a los pocillos de
las placas Nunc Maxisorp. Se aislaron linfocitos T humanos como se ha descrito previamente en otro sitio del
presente documento y se afiadieron 50 pl de linfocitos T purificados a 2 x 108 células/ml (100.000 células/pocillo) a
cada pocillo. Las células se incubaron a 37 °C, CO, 5 % durante 3 dias. El sobrenadante de cada pocillo se recogio
y se ensay6 inmediatamente o se almacend a -20 °C antes del ensayo. Los sobrenadantes se diluyeron con medio
completo antes de ensayo ELISA de IL-2 (R&D Systems, Minneapolis, MN). Los resultados se presentan en la
Figura 3.

Ejemplo 7: expansion de leucocitos humanos inducida por anticuerpos de 4-1BB in vivo

La falta de reactividad cruzada detectable de los anticuerpos de 4-1BB con el 4-1BB murino y el requisito de la
presencia de células inmunes humanas requeria el desarrollo de modelos para la valoracioén funcional in vivo de los
anticuerpos de 4-1BB. Los ratones con el fondo genético NOD que portan mutacion inmunodeficiente combinada
grave (SCID) y deficiencia en la cadena gamma comun del receptor de IL-2 (habitualmente denominada NSG) son
capaces de soportar el injerto de un gran numero de leucocitos de sangre periférica humana (huPBL) y mantener el
injerto durante al menos 30 dias (King, 2008, Clin. Immunol. 126:303-314). Este modelo de ratén, también conocido
como modelo huPBL-NSG, se usé para evaluar el efecto funcional de la administracion sistémica in vivo de los
anticuerpos en células inmunes humanas. Especificamente, se transfirieron de forma adoptiva 6 millones de PBMC
humanas recién aisladas mediante inyeccion intravenosa en ratones huésped NOD.Cg-Prkdcsed [12rg™Wi/SzJ (NSG).
Nueve dias después de las inyecciones de PBMC, se administré a los animales una dosis sencilla de 1 mg/kg de
MOR?7480, MOR7480.1 o anticuerpo de control de isotipo IgG2 mediante inyeccion intraperitoneal. El dia 24 a 28
después del injerto de PBMC, se tifieron las PBMC con anticuerpos para CD45 humano y murino evaluado mediante
citometria de flujo directa. Se usaron perfiles de dispersion lateral y frontal para determinar una seleccion de
linfocitos. Como se muestra en la Figura 4, MOR7480 y MOR7480.1 fueron capaces de potenciar la expansion de
leucocitos humanos como resulta evidente por el aumento de la proporcién de linfocitos CD45+ humanos en la
sangre periférica de ratones injertados. Para cada grupo, n>6 ratones.

Ademas, el tratamiento con MOR7480.1 de monos cynomolgus aument6 la proliferacion entre linfocitos T de
memoria central citotoxicos (CD8 Tcm) en muestras de PBMC. Se proporcioné a monos cynomolgus (2 animales por
nivel de dosis) una inyeccion intravenosa sencilla de MOR7480.1 a la dosis indicada. Se recogieron PBMC 7 dias
antes de la dosis de anticuerpo (predosis) y los dias de estudio indicados en relacion con la administracion de
MOR?7480.1 (el dia del estudio 1). Las PMBC se tifieron con anticuerpos para CD3, CD4, CD8, CD28, CD95 y Ki-67
y se analizaron mediante citometria de flujo. Se recogieron datos en un Canto Il (Beckton Dickinson) y se analizaron
usando software DIVA (Beckton Dickinson). Se identificaron las células de memoria central CD8 como CD3+, CD8+,
CD28+ y CD95+. Se muestran los datos para animales individuales designados como (nivel de dosis-numero de
animal) y se representan como cambio intraanimal en el numero de células Ki-67+ en relacion con el niumero
preestudio {[(n.° de células Ki-67+ el dia del estudio indicado - n.° de células Ki-67+ en predosis)/n.° de células Ki-
67+ en predosis]*100}. Como se muestra en la figura 5, un aumento de 1,5 veces o mayor en la proliferacion de
linfocitos T de memoria centrales durante los primeros 7-13 dias del estudio se observé en al menos un animal de
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todos los grupos tratados con 0,3 mg/kg o mas.
Ejemplo 8: actividad antitumoral de anticuerpos de 4-1BB (modelo in vivo)

Modelo de cancer de préstata humana pc3

La falta de reactividad cruzada de roedores de los anticuerpos de 4-1BB evité el uso de modelos tumorales de
xenotrasplante humano o singénico murino convencionales para la evaluacion de eficacia antitumoral humana de los
anticuerpos. En consecuencia, se gener6 un nuevo modelo de raton de tumor xenogénico huPBL-SCID-Bg usando
un ratén SCID-Bg (CB.17/lcr.Cg PkrdcsedLyst9/Crl), que alberga la mutacion beige (Bg) sin linfocitos T y B murinos
ni células NK funcionales. La eficacia antitumoral humana de los anticuerpos de 4-1BB se evalué usando este
modelo como se describe posteriormente.

Se obtuvo la linea celular de colon humano LOVO o de prostata humana PC3 de la Coleccidon Americana de Cultivos
Tipo y se cultivd en RPMI-1640 (Invitrogen) enriquecida con los siguientes complementos de Invitrogen: L-
Glutamina, piruvato sédico, aminoacidos no esenciales, penicilina/estreptomicina, Hepes y suero bovino fetal
inactivado por calor al 10 % (FBS; Cat. N.° F2442, Sigma Aldrich). Se cultivaron las células hasta confluencia en
matraces Falcon T-225. Posteriormente, las células se tripsinizaron (Tripsina 0,25 %-EDTA; Cat. N.° 2500-056,
Invitrogen) y el crecimiento se cambié de escala en Hyperflasks (Cat. N.° 3319 Corning Life Sciences) durante tres
dias. Se uso tripsina para recoger la linea celular que se lavo tres veces en PRMI helado complementado con FBS
10 %. Se recogié no mas de 300 ml de sangre periférica de voluntarios sanos. Se aislaron linfocitos de sangre
periférica (PBMC) de sangre heparinizada usando tubos Accuspin de acuerdo con el protocolo del fabricante (Cat.
N.° A0561-100x 15 ml, Aldrich). Se combinaron suspensiones celulares contadas de modo que cada raton recibio
una inyeccion de 1,5 x 108 PBMC y 3 x 10° células tumorales en una inyeccion de embolada sencilla de 0,2 ml en
PBS. La suspension celular combinada se lavo dos veces con PBS frio, se colocd en hielo y se inyectd
inmediatamente en ratones preparados.

Para cada ratén, se inyecté un volumen de 0,2 ml de la suspensién celular combinada por via subcutanea en el
flanco derecho del animal y se proporcioné una dosis sencilla (0,2 ml) del anticuerpo de 4-1BB o anticuerpo de
control por inyeccion subcutanea en el flanco izquierdo. Se realizaron mediciones de tumor mediante calibrador
Pressier dos veces por semana durante el transcurso de los experimentos y también se registraron los pesos
corporales. Se calculd el volumen tumoral usando el siguiente calculo: longitud x anchura? x 0,44 = volumen (mm3).
Se retir6 a los ratones del estudio en el caso de que el volumen tumoral alcanzara 2000 mm? o un animal perdiera
20 % del peso corporal antes del final del experimento. El dia 23 los ratones de todos los grupos se sacrificaron de
acuerdo con procedimientos descritos por el IACUC (Figura 6). Se midio el porcentaje de inhibicion de crecimiento
tumoral el dia final del estudio y se calcula como 100-{1-(Tratadogia fina/Controlgia final)}. Se observaron resultados
similares cuando los tumores se midieron el dia 6 después de la inyeccion y los animales se seleccionaron
aleatoriamente de acuerdo con el volumen tumoral y se les suministré una dosis de mAb de 4-1BB sencilla el dia 7
después de la implantacion. Para la mayoria de los estudios, cada grupo contenia 8 ratones.

Ejemplo 9: evaluacion in vivo de actividad de anticuerpos DE 4-1BB en ratones Knock In de 4-1BB humano
Generacioén de ratones knock in para 4-1BB humano

Para dirigir mejor las actividades moduladoras inmunes de anticuerpos monoclonales anti-4-1BB humano que no
reaccionan de forma cruzada con 4-1BB murino, se generé un modelo de ratén en el que el gen de 4-1BB de raton
se reemplazé con el gen de 4-1BB humano. Se obtuvieron clones de cromosoma artificial de bacteria (BAC) que
portaban el fragmento gendémico de 4-1BB murino o humano de Invitrogen (Carlsbad, CA) y se usaron para construir
el vector de direccion de 4-1BB basandose en la tecnologia de recombinacién Red/ET (Zhang, 1998, Nat Genet
20:123-128). Primero, se ensambld un vector de recuperacion en la cadena principal de pBR322 de modo que,
cuando se abran por digestion con Xba1, las dos ramas de homologia quimérica humana/murina (400 pb cada una)
recuperaran del clon de BAC de 4-1BB humano las 19.994 pb de la secuencia genémica de 4-1BB humano
comenzando con el codén de comienzo de la traduccion ATG localizado en el exén 2 y terminando con el codon de
terminacion TGA en el exén 8. Segundo, se ensambld un casete de expresidon de neomicina bajo el control de los
promotores PGK/EM7 y se flanqued con 100 pares de bases (pb) de secuencias homadlogas a las secuencias del
intrén 2 del gen de 4-1BB humano. Este casete de expresion de neomicina se dirigid6 después al fragmento
gendémico de 4-1BB humano recuperado obtenido en la etapa 1. Finalmente, el fragmento genémico de 4-1BB
humano recuperado que portaba el casete de expresion de neomicina se dirigié a un clon de BAC murino para
reemplazar el gen de 4-1BB murino con el fragmento genémico de 4-1BB humano modificado desde el codon de
inicio ATG al codén de parada TGA.

Este vector de direccién BAC se introdujo por electroporacion en una linea de células madre embrionarias de raton
en el fondo C57BL/6NTAC (PRX-BL6N n.° 1, Primogenix, Laurie, MO.) siguiendo un protocolo convencional y se
exploraron los clones que sobrevivian a seleccién por G418 (también conocido como geneticina) mediante dos
ensayos de Tagman contra intrén 2 y exéon 8 del gen de 4-1BB murino para identificar clones que se habian
modificado en el locus 4-1BB murino por un mecanismo de recombinacion homologa. De los 116 clones de ES
explorados, se descubrié que 7 clones habian perdido un alelo del locus de 4-1BB murino (eficacia de direccion
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6 %). Se realiz6 analisis de cariotipo e hibridacion in situ (FISH) por el Instituto Coriell para Investigacion Médica
(Camden, N.J.). Para el clon LH15, 19 de 20 células fueron 40 XY y para LH80, 20 de 20 células, 40 XY. En ambos
clones, la FISH usando un clon de BAC murino que portaba el gen de 4-1BB como una sonda mostré una sefal de
hibridacion de 4-1BB en cada uno del par de cromosomas 4 en la region de la banda E2. No se vio sefial en ninguna
otra localizacion.

Ambos clones LH15 y LH80 se inyectaron en blastocistos de la cepa BALB/c y se implantaron los embriones en los
ratones hembra pseudoembarazadas CD1 para llevarlas a término. Se aparearon quimeras masculinas con ratones
Ella-cre en fondo C57BL/6 para retirar el casete de resistencia a neomicina y se usaron ratones homocigotos para el
gen de 4-1BB humano en el estudio.

Proliferacién de linfocitos mediada por mAb agonista de 4-1BB

La capacidad de mAb agonistas de 4-1BB para inducir proliferacion de linfocitos se evalué en ratones knock in 4-
1BB. Se suministré a ratones knock in 4-1BB mediante inyeccioén intraperitoneal MOR7480.1 30 mg/kg el dia de
estudio 0 (para dosificacion semanal los animales recibieron inyecciones de mAb de 4-1BB el dia 0 y el dia 7). 24
horas antes de la recogida de muestras, se inyectd a los animales por via intraperitoneal 2 mg de BrdU. El dia
indicado después de la dosis, se recogieron muestras de sangre periférica mediante puncion intracardiaca. Las
PBMC se tifieron con anticuerpos contra CD3, CD4, CD8 y BrdU y se evaluaron mediante citometria de flujo. Los
resultados se presentan en la Figura 7 panel A.

Eficacia antitumoral mediada por mAb agonista de 4-1BB

La eficacia antitumoral de MOR7480.1 se evalud en ratones knock in de 4-1BB usando B16 - OVA/luc, una linea de
melanoma que se ha obtenido por ingenieria genética para expresar el antigeno modelo de ovoalbumina (OVA) y
luciferasa (luc). Se implantaron un millén de células tumorales en el flanco de ratones knock in de 4-1BB. Se
seleccion6 aleatoriamente a los animales basandose en el tamafo de tumor cuando los tumores alcanzaron
aproximadamente 50-100 mm? (generalmente 7-10 dias después de inoculacion del tumor) y se les suministré una
inyeccion sencilla de la dosis indicada de mAb de 4-1BB. El tamafio del tumor se evalué usando medicién con
calibrador de dos a tres veces por semana hasta el final del estudio. Los resultados se presentan en la Figura 7
panel B.

LISTADO DE SECUENCIAS

- SEQID NO 1: H-CDR1 de anticuerpo MOR-6032
NSYAIS

- SEQ ID NO 2: H-CDR2 de anticuerpo MOR-6032
GIIPGFGTANYAQKFQG
- SEQ ID NO 3: H-CDR3 de anticuerpo MOR-6032

RKNEEDGGFDH

- SEQ ID NO 4: Secuencia de Aminoacidos de Vy de anticuerpo MOR-6032
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFNSYAISWVRQAPGQGLEWMGGIIPGFGT
ANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARKNEEDGGFDHWGQGTL

VTVSS

- SEQ D NO 5: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Pesada de Longitud Completa (IgG2) de anticuerpo MOR-
6032

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFNSYAISWVRQAPGQGLEWMGGIIPGFGT
ANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARKNEEDGGFDHWGQGTL
VTVSSastkgpsvfplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglyslssvvtvpssnfg

tgtytcnvdhkpsntkvdktverkccvecppcpappvagpsvflfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvshedpevgfnwy

vdgvevhnaktkpreeqfnstfrvvsvitvwhgdwingkeykckvsnkglpapiektisktkggprepqvytlppsreemtk
nqvsltclvkgfypsdiavewesngqpennykttppmldsdgsfflyskltvdksrwqqgnvfscsvmhealhnhytgksl
slspgk

- SEQID NO 6: L-CDR1 de anticuerpo MOR-6032
SGDNLGDYYAS
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SEQ ID NO 7: L-CDR2 de anticuerpo MOR-6032
DDSNRPS

- SEQID NO 8: L-CDRS3 de anticuerpo MOR-6032
QTWDGTLHFV

SEQ ID NO 9: Secuencia de Aminoacidos de V| de anticuerpo MOR-6032

DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNLGDYYASWYQQKPGQAPVLVIYDDSNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCQTWDGTLHFVFGGGTKLTVL

SEQ ID NO 10: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Ligera de Longitud Completa de Anticuerpo MOR-6032

DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNLGDYYASWYQQKPGQAPVLVIYDDSNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCQTWDGTLHFVFGGGTKLTVLggpkaapsviifp
psseelgankativclisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskqsnnkyaassylsltpeqwkshrsyscqvtheg

stvektvaptecs

SEQ ID NO 11: Secuencia de Acido Nucleico de Vi de anticuerpo MOR-6032
Caggtgcaattggticagtctggegeggaagtgaaaaaaccgggcageagegtgaaagtgagetgcaaagecteegy
aggcacttttaattcttatgctatttcttgggtgcgeccaagecectgggeagggtctcgagtggatgggeggtatcattcegggt
tttggcactgcgaattacgegeagaagtttcagggecgggtgaccattaccgeggatgaaageaccagceaccgegtatat
ggaactgageagcectgegtagegaagatacggecgtgtattatigegegegtaagaatgaggaggatggtggttitgatea
ttggggecaaggeaccetggtgacggttagetca

SEQ ID NO 12: Secuencia de Acido Nucleico de V. de anticuerpo MOR-6032

Gatatcgaactgacccagccgccticagtgagegttgcaccaggtcagaccgegegtatctegtgtageggegataatctt
ggtgattattatgcttctiggtaccagcagaaacccgggcaggcegcecagttctigtgatttatgatgattctaategtcectcag
gcatcccggaacgctttageggatccaacageggeaacacegegaccctgaccattageggeactcaggeggaagac
gaagcggattattattgccagacttgggatggtactcttcattttgtgtttggcggcggcacgaagttaaccegttctt

SEQ ID NO 13: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Pesada de Longitud Completa de Anticuerpo MOR-
6032
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caggtgcaattggticagtctggegeggaagtgaaaaaaccgggcagcagegtgaaagtgagetgcaaagectccgga
ggcactittaattcttatgctatttcttgggtgegecaageccctgggeagggtetcgagtggatgggeggtatcaticeggatt
tggcactgcgaattacgcgcagaagtticagggccgggtgaccattaccgecggatgaaagcaccagcaccegcegtatatg
gaactgagcagcctgcgtagcgaagatacggcecgtgtattattgcgegegtaagaatgaggaggatggtggttttgatcatt
ggggccaaggcaccctggtgacggttagctcagectccaccaagggceccateggteticecootggegeoctgetccagg
agcacctccgagagcacageggecctgggcetgcetggtcaaggactacticeccegaaccggtgacggtgtegtggaact
caggcgctctgaccagcegygcegtgcacaccticeceggcetglcctacagtcctcaggactctactcectcagcagegtagiga

cegtgeectccageaacticggcacccagacctacacetgcaacgtagatcacaageccagcaacaccaaggtggac

aagacagttgagcgeaaatgtigtgtegagtgcecacegtgeccageaccacctgtggcaggaccegtcagtcticetettce
ccccaaaacccaaggacaccctcatgatcteceggacccoctgaggtcacgtgegtggtggtggacgtgagecacgaag
accccgaggtecagttcaactggtacgtggacggegtggaggtgcataatgccaagacaaagecacgggaggagceag
ttcaacagcacgttccgtgtggtcagegtectcacegtegtgcaccaggactggetgaacggecaaggagtacaagtgcaa
ggltctccaacaaaggcectcccageccccatcgagaaaaccatctccaaaaccaaagggcageccegagaaccacag
gtgtacaccctgcccccatcccgggaggagatgaccaagaaccaggtcagectgacctgectggtcaaaggcetictace
ccagegacatcgecgtggagtgggagageaatgggeagecggagaacaactacaagaccacacctcocatgetgga
cteegacggctecticticetctacageaagetcacegtggacaagageaggtggcageaggggaacgtcottcteatgotc

cgtgatgcatgaggctotgcacaaccactacacacagaagagcectcteoctgtetcegggtaaa

SEQ ID NO 14: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Ligera de Longitud Completa de Anticuerpo MOR-6032

Gatatcgaactgacccagecgcecticagtgagegttgcaccaggtcagaccgegegtatctocgtgtagcggegataatctt
ggtgattattatgcttctiggtaccagecagaaaccegggceaggcegcecagticttgtgattiatgatgattctaategtcectcag
gcatcocggaacgctttagcggatccaacageggcaacaccgegacectgaccattageggeactcaggecggaagac
gaagcggattattattgccagacttgggatggtactcticatitigigtitggeggeggeacgaagttaacegticitggtcagec
caaggctgcccccteggtcactotgticccaccctoctetgaggagceticaagccaacaaggcocacactggtgtgtetcata
agtgacttctacccgggagecgtgacagtggectggaaggeagatageageccegicaaggegggagtggagaccac
cacaccctccaaacaaagcaacaacaagtacgcggecagcagcetacctgagecstgacgectgagcagtggaagtecc
acagaagctacagctgccaggtcacgeatgaagggageaccegtggagaagacagtggeccctacagaatgttca

SEQ ID NO 15: H-CDR1 de anticuerpo MOR-7361
5 SDYYMH

- SEQ D NO 16: H-CDR2 de anticuerpo MOR-7361
VISGSGSNTYYADSVKG

SEQ ID NO 17: H-CDR3 de anticuerpo MOR-7361
RLYAQFEGDF

10 - SEQ ID NO 18: Secuencia de Aminoacidos de Vy de anticuerpo MOR-7361
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QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMHWVRQAPGKGLEWVSVISGSGS
NTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARLYAQFEGDFWGQGTL
VTVSE

SEQ ID NO 19: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Pesada de Longitud Completa (IgG2) de anticuerpo

MOR-7361

QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMHWVRQAPGKGLEWVSYISGSGS
NTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARLYAQFEGDFWGQGTL

VTVSSastkgpsviplapcsrsisestaalgclvkdyfpepvivswnsgaltsgvhtfpavigssglyslssvvtvpssnfg
tatytenvdhkpsntkvdktverkceovecppeopappvagpsvilfppkpkdtimisrtpevicvwwdvshedpevgfnwy

vdgvevhnaktkpreegfnstfrvwsvitvwhgdwingkeykckvsnkglpapiektisktkggprepgvytippsreemtk
nqvsltclvkgfypsdiavewesnggpennykttppmldsdgsfflyskitvdksrwgagnvfscsvmhealhnhytgksl
slspgk

- SEQID NO 20: L-CDR1 de anticuerpo MOR-7361
SGDNIGSKYVS

SEQ ID NO 21: L-CDR2 de anticuerpo MOR-7361
SDSERPS

- SEQ ID NO 22: L-CDR3 de anticuerpo MOR-7361
QSWDGSISRV

SEQ ID NO 23: Secuencia de Aminoacidos de V| de anticuerpo MOR-7361

DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNIGSKYVSWYQQKPGQAPVLVIYSDSERPSGIPE
RFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCQSWDGSISRVFGGGTKLTVL

SEQ ID NO 24: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Ligera de Longitud Completa de anticuerpo MOR-7361

DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNIGSKYVSWYQQKPGQAPVLVIYSDSERPSGIPE
RFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCQSWDGSISRVFGGGTKLTVLggpkaapsvilipp
sseelgankatlvclisdfypgavivawkadsspvkagvetttpskgsnnkyaassylsitpegwkshrsyscqvthegst

vektvaptecs

SEQ ID NO 25: Secuencia de Acido Nucleico de Vy de anticuerpo MOR-7361
caggtgcaattggtggaaageggeggeggectggtgcaaccgggeggcagectgegtctgagetgegeggectecgga
tttaccttttctgattattatatgcattgggtgcgccaageccctgggaagggtctcgagtgggtgagcegttatctotggttctggt
agcaatacctattatgcggatagegtgaaaggccgttttaccatticacgtgataattcgaaaaacaccctgtatctgcaaat
gaacagcctgegtgcggaagatacggecgtgtattattgcgegegtctitatgctcagtttgagggtgatititggggccaag
gcaccotggtgacggttagctca

SEQ ID NO 26: Secuencia de Acido Nucleico de V| de anticuerpo MOR-7361
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gatatcgaactgacccagecegecticagtgagegttgcaccaggtcagaccgegegtatctegtgtageggegataatatt
gottctaagtatgtttcttagtaccagcagaaaccegggcaggcgecagticttgtgatttatictgatictgagegtcecteag
gcatcccggaacgctttageggatccaacageggeaacacegegaccectgaccattageggeactcaggeggaagac
gaagcggattattattgeccagtcttgggatggttctatttctcgtatgtttggecggeggeacgaagttaaccgtectaggtcag

SEQ ID NO 27: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Pesada de Longitud Completa de anticuerpo MOR-
7361

caggtgcaattggtggaaagcggceggeggectggtgecaaccgggeggcagectgegtetgagetgegeggectecgga
tttaccttttctgattattatatgcattgggtgegccaageccctgggaagggtetegagtgggtgagegttatctetggtictggt
agcaatacctattatgcggatagegtgaaaggcecgttttaccatttcacgtgataaticgaaaaacacectgtatctgcaaat

gaacagcctgegtgeggaagatacggecgtgtattattgegegegtctttatgetcagtitgagggtgattitiggggecaag

gcaccetggtgacggttagctcagecteccaccaagggeccateggtettccccctggegecotgetccaggagecaccice

gagagcacagcggecctgggctgectggtcaaggactacttccccgaaceggtgacggtgtegtggaactcaggegcete
tgaccageggcegtgcacaccttcecggctgtectacagtcctcaggacictactecectcagcagegtagtgacegtgeccte
cagcaacttcggcacccagacctacacctgcaacgtagatcacaageccagcaacaccaaggtggacaagacagttg
agcgcaaalgttgtgtcgagtgeccacegtgeecagcaccacctgtggcaggacegtcagtettectcticeccecaaaac
ccaaggacaccclicatgatctececggacecctgaggtcacgtgegtggtggtggacgtgagcecacgaagaccecgagg
fccagticaactggtacgtggacggegtggaggtgcataatgccaagacaaagecacgggaggagceagticaacagea
cgttcegtgtggtecagegtectcacegtegtgcaccaggactggetgaacggcaaggagtacaagtgcaaggtctecaac
aaaggcctccecagoccccatcgagaaaaccatctccaaaaccaaagggcageccegagaaccacaggigtacacce
tgcecccatceccgggaggagatgaccaagaaccaggtcagectgacctgectggtcaaaggettctaceccagegacat
cgcegtggagtgggagageaatgggeagecggagaacaactacaagaccacaccteccatgetggactcegacgget
coltcttcctctacagcaagcetcacegtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtettctcatgeteegtgatgeatg

aggclctgcacaaccactacacacagaagagcctctecetgtctececgggtaaa

SEQ ID NO 28: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Ligera de Longitud Completa de anticuerpo MOR-7361

gatatcgaactgacccagecgecttcagtgagegtigcaccaggtcagaccgegegtatetegtgtageggegataatatt
ggttctaagtatgtticttggtaccagcagaaacccgggeaggcegcecagtictigtgatitattctgatictgagegteccteag
gcatcceggaacgcetttagecggatccaacageggcaacaccgcegacccetgaccattageggeactcaggeggaagac

gaageggattattatigccagtettgggatggttctatitctegtgtotttggeggeggcacgaagttaacegtectaggteag

- SEQ ID NO 29: H-CDR1 de anticuerpo MOR-7480; MOR-7480.1; MOR 7480.2; MOR-7483; MOR-7483.1; MOR-
7483.2
STYWIS

- SEQ ID NO 30: H-CDR2 de anticuerpo MOR-7480; MOR-7480.1; MOR 7480.2; MOR-7483; MOR-7483.1; MOR-
7483.2

KIYPGDSYTNYSPSFQG

- SEQ ID NO 31: H-CDR3 de anticuerpo MOR-7480; MOR-7480.1; MOR 7480.2; MOR-7483; MOR-7483.1; MOR-
7483.2

RGYGIFDY

SEQ ID NO 32: Secuencia de Aminoacidos de V4 de anticuerpo MOR-7480; MOR 7483
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QVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFSTYWISWVRQMPGKGLEWMGKIYPGDSY
INYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARGYGIFDYWGQGTLVTVS
S

- SEQ ID NO 33: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Pesada de Longitud Completa (IgG2) de anticuerpo
MOR-7480; MOR 7483

QVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFSTYWISWVRQMPGKGLEWMGKIYPGDSY
TNYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARGYGIFDYWGQGTLVTVS
Sastkgpsvfplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglyslssvvtvpssnfgtgtytc
nvdhkpsntkvdktverkccvecppcpappvagpsvflfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvshedpevgfnwyvdgve
vhnaktkpreeqfnstfrvvsvitvwhqdwingkeykckvsnkglpapiektisktkggprepqvytlppsreemtknqvsit
clvkgfypsdiavewesnggpennykttppmldsdgsfflyskitvdksrwqqgnvfscsvmhealhnhytgkslslspg

k

5 - SEQID NO 34: L-CDR1 de anticuerpo MOR-7480; MOR-7480.1; MOR 7480.2; MOR-7483; MOR-7483.1; MOR-
7483.2
SGDNIGDQYAH

- SEQID NO 35: L-CDR2 de anticuerpo MOR-7480; MOR-7480.1; MOR 7480.2; MOR-7483; MOR-7483.1; MOR-
7483.2
10 QDKNRPS

- SEQID NO 36: L-CDR3 de anticuerpo MOR-7480; MOR-7480.1; MOR 7480.2
ATYTGFGSLAV

SEQ ID NO 37: Secuencia de Aminoacidos de V| de anticuerpo MOR-7480

DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQAPVVVIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCATYTGFGSLAVFGGGTKLTVL

15 - SEQ ID NO 38: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Ligera de Longitud Completa de anticuerpo MOR-7480

DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQAPVVWIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCATYTGFGSLAVFGGGTKLTVLgqpkaapsvtlf
ppsseelgankatlvclisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskgsnnkyaassylsltpegwkshrsyscqvthe

gstvektvaptecs

SEQ ID NO 39: Secuencia de Acido Nucleico de Vy de anticuerpo MOR-7480; MOR-7483

caggtgcaattggticagageggegeggaagtgaaaaaaccgggegaaagcectgaaaattagetgcaaaggttcegg
atattccttitctacttattggattictigggtgecgecagatgectgggaagggtctcgagtggatgggcaagatctatceggat
gatagctataccaattatictcecgagctttcagggecaggtgactattagegeggataaaagcattagcaccgegtatettca
atggagcagcctgaaagcgagcgatacggcecatgtattatigtgecgegtggttatggtatttttgattattggggecaaggea
ccetggtcaccgtctectca

SEQ ID NO 40: Secuencia de Acido Nucleico de V. de anticuerpo MOR-7480
Gatatcgaactgacccagcecgccttcagtgagegttgcaccaggtcagaccgegegtatctcgtgtagecggcegataatatt
20 ggtgatcagtatgctcattggtaccagcagaaacccgggcaggcegccagtigttgtgatttatcaggataagaatcgtccect
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caggcatcccggaacgctttagcggatccaacagcggcaacaccgcgaccctgaccattagecggcactcaggeggaa
gacgaagcggattattattgcgctacttatactggttttggttctcttgctgtgtttggcggcggcacgaagttaaccgtccta

- SEQ ID NO 41: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Pesada de Longitud Completa (IgG2) de anticuerpo
MOR-7480; MOR-7483

caggtgcaattggticagageggegeggaagtgaaaaaaccgggegaaagcectgaaaattagetgcaaaggttcegg
atattccttitctacttattggattictigggtgecgecagatgectgggaagggtctcgagtggatgggcaagatctatceggat
gatagctataccaattatictccgagetttcagggecaggtgactattagegeggataaaagceattagcaccgegtatettca
atggagcagcctgaaagcgagcgatacggcecatgtattatigtgegegtggttatggtatttttgattattggggecaaggea
cectggtcaccgtctectcagectccaccaagggeccateggtettececetggegecctgetccaggageacctecgaga
gcacagcggcecctgggetgectggtcaaggactactteccccgaaccggtgacggtgtegtggaactcaggegcetetgace
ageggcegtgecacaccticccggetgtectacagtccetcaggactctactecctcageagegtagtgacegtgecotecage
aacttcggcacccagacctacacctgcaacgtagatcacaageccagcaacaccaaggtggacaagacagtigageg
caaatgttgtgtcgagtgeccaccgtgeccageaccacctgtggcaggaccgteagtcttcotottccccccaaaacccaa
ggacaccctcatgatctecceggaceectgaggtcacgtgegtgatggtggacgtgagecacgaagacececgaggtcca
gttcaactggtacgtggacggegtggagotgcataatgecaagacaaagcecacgggaggagcagticaacageacgtt
ccgtgtggtcagegtcctcaccgtcgtgcaccaggactggetgaacggcaaggagtacaagtgcaagglictccaacaaa
ggecteccageccccatcgagaaaaccatciccaaaaccaaagggeageccecgagaaccacaggtgtacaccctgec
ccecatcecgggaggagatgaccaagaaccaggtcagectgacctgectggtcaaaggcttctaccccagegacatege
cgtggagtgggagagcaatgggcagecggagaacaactacaagaccacacctcecatgotggactcegacggetcctt
cticctctacagcaagcetcaccgtggacaagagecaggtggecagcaggggaacgtcttctcatgctecgtgatgeatgagg
cletgcacaaccactacacacagaagagecictcectgtctecgggtaaa

5 - SEQ D NO 42: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Ligera de Longitud Completa del anticuerpo MOR-7480

gatatcgaactgacccagecegccticagtgagegtigcaccaggtcagacegcegegtatctegtgtageggcgataatatt
gotgatcagtatgctecatiggtaccagecagaaaccegggeaggegecagttgttgtgatttatcaggataagaategteect
caggcatceccggaacgctitageggatccaacageggcaacaccgcgacectgaccattagegygcactcaggcggaa
gacgaagcggattattattgegcetacttatactggtitiggtictettgetgtatttggegacggcacgaagttaacegtecta

- SEQ ID NO 43: Secuencia de Aminoacidos de V4 de anticuerpo MOR-7480.1; MOR-7480.2; MOR-7483.1; MOR-
7483.2

EVQLVQSGAEVKKPGESLRISCKGSGYSFSTYWISWVRQMPGKGLEWMGKIYPGDSY
TNYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARGYGIFDYWGQGTLVTVS
S

10 - SEQ ID NO 44: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Pesada de Longitud Completa (IgG2) de anticuerpo
MOR-7480.1; MOR-7480.2; MOR-7483.1; MOR-7483.2
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EVQLVQSGAEVKKPGESLRISCKGSGYSFSTYWISWVRQMPGKGLEWMGKIYPGDSY
TNYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARGYGIFDYWGQGTLVTVS
Sastkgpsvfplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglyslssvvtvpssnfgtgtytc
nvdhkpsntkvdktverkccvecppcpappvagpsvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvshedpevgfnwyvdgve
vhnaktkpreeqfnstfrvvsvitvwhqdwingkeykckvsnkglpapiektisktkggprepqvytlppsreemtknqvslt
clvkgfypsdiavewesnggpennykttppmldsdgsfflyskltvdksrwqggnvfscsvmhealhnhytgkslsispg
k

SEQ ID NO 45: Secuencia de Aminoacidos de V. de anticuerpo MOR-7480.1
SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVLVIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCATYTGFGSLAVFGGGTKLTVL

SEQ ID NO 46: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Ligera de Longitud Completa de anticuerpo MOR-7480.1

SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVLVIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCATYTGFGSLAVFGGGTKLTVLgqpkaapsvtif
ppsseelgankatlvclisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskgqsnnkyaassylsltpeqwkshrsyscqvthe

gstvektvaptecs

SEQ ID NO 47: Secuencia de Acido Nucleico de Vi de anticuerpo MOR-7480.1; MOR-7480.2; MOR-7483.1;
MOR-7483.2

gaggtgcaattggticagageggegeggaagtgaaaaaaccgggegaaagcectgaggattagotgcaaaggticegg
atattcctttictacttattggatttcttgggtgogccagatgectgggaagggtctcgagtggatgggcaagatctatcegggt
gatagctataccaattattctccgagctticagggecaggtgactattagegeggataaaagceattagcaccgegtatctica
atggagcagcctgaaagcgagcgatacggecatgtattattgtgcgogtggttatggtatttttgattattggggccaaggca
coctggtcaccgtctoctca

SEQ ID NO 48: Secuencia de Acido Nucleico de V. de anticuerpo MOR-7480.1

agctacgagctgacccagcceccecagegtateccgtgagecctggecagacegccagcatcacctgcageggegacaa
catcggegaccagtacgeccactggtatcagecagaageccggecagageccegtgetggtgatctaccaggacaaga
accggeccageggceatececcgageggticagcggcagcaacageggeaacaccgecaccctgaccatcageggeac
ccaggcecatggacgaggccgactactactgcgecacctacaccggetteggeagectggecgtgtteggeggagggac
caagctgaccgtecta

- SEQ ID NO 49: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Pesada de Longitud Completa (IgG2) de anticuerpo
MOR-7480.1; MOR-7480.2; MOR-7483.1; MOR-7483.2
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gaggtgcaattggttcagagcggcgcggaagtgaaaaaaccgggcgaaagcctgaggattagetgecaaaggttcegg
atattccttttctactiattggattictigggtgcgecagatgectgggaagggtctegagtggatgggcaagatctatcecgggt
gatagctataccaattattctcegagetitcagggecaggtgactattagegeggataaaagceattagcaccgegtatcttca
atggagcagcctgaaagcgagcegatacggcecatgtattatigtgegegtggttatggtatititgattattiggggecaaggea
cectggtecaccgtetectcagectccaccaagggcoccateggtoticccectggegecctgctccaggageaccetccgaga
gcacagcggoccigggcetgectggtcaaggactacttcocccgaaccggtgacggtgicgtggaactcaggegcetctgace
agecggegtgcacaccttcceggetgtectacagtoctcaggactctactcectcageagegtagtgacegtgccctecage
aacticggcacccagacctacaccigecaacgtagatcacaageccagcaacaccaaggtggacaagacagtigageg
caaatgttgtgtcgagtgcccaccgtgcccagcaccacctgtggecaggaccgtcagteticctettccccccaaaacccaa
ggacaccotcatgatctcccggaccecctgaggtcacgtgegtggtggtggacgtgagecacgaagacecegaggtcea
gttcaactggtacgtggacggegtggaggtgcataatgccaagacaaagecacgggaggagcagticaacageacgtt
cegtgtggtcagegtectcaccegtegtgcaccaggactggotgaacggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaa
ggccteccagceccccatcgagaaaaccatctccaaaaccaaagggcagecccgagaaccacaggtgtacaccctgec
cccatceccgggaggagatgaccaagaaccaggtcagectgacctgectggtcaaaggcttctaccccagegacatege
cgtggagtgggagagcaatgggcagecggagaacaactacaagaccacacctcccatgetggactcegacggetectt
cttcctctacagcaagcetcacegtggacaagageaggtggcagcaggggaacgtctictcatgetecgtgatgeatgagg
ctetgcacaaccactacacacagaagagcctctccctgtctccgggtaaa

- SEQ ID NO 50: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Ligera de Longitud Completa de anticuerpo MOR-
7480.1

agctacgagctgacccagcecccccagegtgteccgtgagecctggccagaccgccagceatcacctgcageggegacaa
catcggcgaccagtacgcccactggtatcagcagaagcccggccagagecccegtgetggtgatctaccaggacaaga
accggcccagceggeatccecgageggttcagcggcagcaacagcggcaacaccgecaccctgaccatcageggeac
ccaggccatggacgaggccgactactactgcgccacctacaccggcttcggcagectggecgtgticggecggagggac
caagctgaccgtcctaggtcagcccaaggetgecccectcggtcactctgttcccaccctectctgaggagcttcaagecaa
caaggccacactggtgtgtctcataagtgacttctacccgggagcecgtgacagtggectggaaggcagatagcagecce
gtcaaggcgggagtggagaccaccacaccctccaaacaaagcaacaacaagtacgcggccagcagcetacctgage
ctgacgcctgagcagtggaagtcccacagaagctacagcetgccaggtcacgcatgaagggagcaccgtggagaaga
cagtggcccctacagaatgttca

SEQ ID NO 51: Secuencia de Aminoacidos de V. de anticuerpo MOR-7480.2

SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSFPVVVIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCATYTGFGSLAVFGGGTKLTVL

SEQ ID NO 52: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Ligera de Longitud Completa de anticuerpo MOR-7480.2
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SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVVVIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCATYTGFGSLAVFGGGTKLTVLgqpkaapsvtlf
ppsseelgankatlvclisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskgsnnkyaassylsltpegwkshrsyscqvthe

gstvektvaptecs

SEQ ID NO 53: Secuencia de Acido Nucleico de V| de anticuerpo MOR-7480.2
agctacgagctgacccagcecceccagegtgteccgtgageoctggecagaccgecageatcacetgecageggegacaa
catcggcgaccagtacgeccactggtatcagcagaagceccggccagagcecccgtggtggtgatctaccaggacaaga
accggcccagceggcatccccgageggttcageggeagcaacageggcaacaccgecaccelgaccatcageggeac
ccaggecatggacgaggccgactactactgegecacctacaccggcttcggeagectggecgtgtteggeggagggac

caagctgaccgtecta

SEQ ID NO 54: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Ligera de Longitud Completa de anticuerpo MOR-

7480.2
agctacgagcetgacccagecccccagegtgteegtgagecctggecagacegecagcatcacctgcageggegacaa
calcggcgaccagtacgeccactggtatcagcagaageccggccagageccegtggtggtgatctaccaggacaaga
accggceccageggceatccccgageggticageggcageaacageoggcaacaccgecacectgaccatcageggeac
ccaggecatggacgaggecgactactactgegecacctacaceggettcggcagectggecgtgticggeggagggac
caagctgaccgtcctaggtcagoccaaggetgecccecteggtcactetgttcccaccetectetgaggagceticaagecaa
caaggccacactggigtgtctcataagtgacttctaccegggagecgtgacagtggectggaaggeagatageagecce
gtcaaggegggagtggagaccaccacaccctccaaacaaageaacaacaagtacgeggcecageagetacctgage
ctgacgcectgageagtggaagtcccacagaagcetacagcetgecaggtcacgcatgaagggagcacegtggagaaga
cagtggccecctacagaatgtica

- SEQID NO 55: L-CDR3 de anticuerpo MOR-7483; MOR-7483.1; MOR-7483.2
STYTFVGFTTV

SEQ ID NO 56: Secuencia de Aminoacidos de V| de anticuerpo MOR-7483

DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQAPVVVIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCSTYTFVGFTTVFGGGTKLTVL

SEQ ID NO 57: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Ligera de Longitud Completa de anticuerpo MOR-7483

DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQAPVVVIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCSTYTEVGFTTVFGGGTKLTVLgqpkaapsvtlf
ppsseelgankatlvclisdfypgavivawkadsspvkagvetttpskgsnnkyaassylsltpeqwkshrsyscqvthe

gstvektvaptecs

SEQ ID NO 58: Secuencia de Acido Nucleico de V. de anticuerpo MOR-7483
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Gatatcgaactgacccagecgcecttcagtgagegtigeaccaggtcagaccgegegtatetegtgtageggegataatatt
ggtgatcagtatgctcatiggtaccagcagaaacccgggecaggegecagtigttgtgatttatcaggataagaategteect
caggcateccggaacyctitageggatccaacageggcaacaccgegaccstgacceattageggeactcaggeggaa
gacgaagcggattattattgctctacttatacttttgttggttttactactgtgttiggcggeggeacgaagttaacegtecta

SEQ ID NO 59: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Ligera de Longitud Completa de anticuerpo MOR-7483

Gatatcgaactgacccagecegecticagtgagegttgcaccaggtcagacegegegtatctegtgtageggegataatatt
ggilgatcagtatgctcattggtaccagcagaaacccgggcaggegecagtigttgtgatttatcaggataagaategtecct
caggcaltcccggaacgcetttageggatccaacageggcaacacegegaccectgaccattageggeactcaggeggaa
gacgaagcggattattattgetctacttatactitigttggttitactactgtgtitggecggeggeacgaagttaacegtcctaggte
agcccaaggcetgecccctcggteacicigttcccaccetectetgaggagceticaagecaacaaggecacactggtgtgtet
cataagigacttctacccgggagecgtgacagtggectggaaggcagatagcageccegtcaaggegggagtaggaga
ccaccacaccetccaaacaaagcaacaacaagtacgeggecagceagcetacctgagectgacgectgageagtggaa
gtcccacagaagetacagcetgecaggtcacgcatgaagggageacegtggagaagacagtggeccctacagaatgttc
a

SEQ ID NO 60: Secuencia de Aminoacidos de V. de anticuerpo MOR-7483.1

SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVLVIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCSTYTFVGFTTVFGGGTKLTVL

SEQ ID NO 61: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Ligera de Longitud Completa de anticuerpo MOR-7483.1

SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVLVIYQDKNRPSGIFP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCSTYTEVGFTTVFGGGTKLTVLggpkaapsvilf
ppsseelgankatlvelisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskgsnnkyaassylsltpegwkshrsyscqvthe

gstvektvaptecs
SEQ ID NO 62: Secuencia de Acido Nucleico de V. de anticuerpo MOR-7483.1

Agctacgagotgacccagecocccagegtgtcegtgagecctggecagaccgecageatcacctgcageggegacaa
catcggegaccagtacgeccactggtatcagcagaageccggecagageccegtgetggtgatcetaccaggacaaga
accggeccagceggcatccecgageggticageggcagcaacageggcaacaccgecaccecetgaccatcageggeac
ccaggcecatggacgaggecgactactactgetctacttatacttttgttggtittactactgtgttcggeggagggaccaaget

gaccgtecta

10 - SEQ ID NO 63: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Ligera de Longitud Completa de anticuerpo MOR-
7483.1
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agctacgagcetgacccagecccccagegtgteegtgagecctggecagaccgecagceatcacctgcageggegacaa
catcggcgaccagtacgcccactggtatcagcagaageccggecagagceccegtgctggtgatctaccaggacaaga
accggceccageggcateecegageggttcageggeageaacageggcaacaccgecaccctgaccatcageggeac
ccaggcecatggacgaggccgactactactgctctacttatactittgtiggttttactactgtgttcggcggagggaccaagcet
gaccgtcctaggtcageccaaggcetgeccccteggtcactetgticccaccectectetgaggageticaagecaacaagge
cacactggtgtgtctcataagtgactictacccgggagcecgtgacagtggectggaaggecagatagcagcccegtcaagg
cgggagtggagaccaccacaccctccaaacaaagcaacaacaagtacgeggecageagctacctgagectgacgee
tgagcagtggaagtcccacagaagcotacagctgccaggtcacgcatgaagggagcaccgtggagaagacagtggec
cctacagaatgttca

SEQ ID NO 64: Secuencia de Aminoacidos de V. de anticuerpo MOR-7483.2

SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQYAHWYQQKPGQSPVVVIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCSTYTEVGFTTVFGGGTKLTVL

SEQ ID NO 65: Secuencia de Aminoacidos de Cadena Ligera de Longitud Completa de anticuerpo MOR-7483.2

SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGDQAYAHWYQQKPGQSPVVVIYQDKNRPSGIP
ERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCSTYTFVGFTTVFGGGTKLTVLggpkaapsvtif
ppsseelgankativclisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskqsnnkyaassylsitpeqwkshrsyscqvthe

gstvektvaptecs

SEQ ID NO 66: Secuencia de Acido Nucleico de V| de anticuerpo MOR-7483.2

agctacgagetgacccagecccccagegtgtecgtgagecctggecagaccgecageatcacctgcageggegacaa
calcggcgaccagtacgcccactggtalcagcagaagceccggecagageccegtggtggtgatctaccaggacaaga

accggcccageggceatccccgageggtticageggecagcaacageggcaacaccgcecaccctgaccatcageggeac
ccaggcecatggacgaggcecgactactactgctctacttatactittgtiggtittactactgtgticggeggagggaccaagct

gaccgtccta

SEQ ID NO 67: Secuencia de Acido Nucleico de Cadena Ligera de Longitud Completa de anticuerpo MOR-
7483.2

agctacgagctgacccagecceccagegtgtccgtgagecctggccagaccgecageatcacetgcageggegacaa
catcggegaccagtacgeccactggtatcagcagaageceggecagagecccgtggtggtgatctaccaggacaaga
accggceccageggcatececegageggttcageggcagcaacageggcaacacegcocaccectgaccatcageggeac
ccaggccatggacgaggccegactactactgctctacttatactittgtiggttttactactgtgttcggeggagggaccaagct
gaccgtcctaggicagcccaaggetgccccocteggteactetgticccaccctoctectgaggageticaagccaacaagge
cacactggtgtgtctcataagtgactictaccecgggagecgtgacagtggectggaaggcagatagcagececgtcaagg
cgggagtggagaccaccacaccctccaaacaaagcaacaacaagtacgeggcecageagetacetgagectgacgee
tgagcagtggaagtcccacagaagcetacagetgecaggtecacgeatgaagggageacegtggagaagacagtggcec
cctacagaatgttca

SEQ ID NO 68: Secuencia de Aminoacidos de 4-1BB Humano
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mgnscynivatlllvinfertrslqdpcsncpagticdnnrngicspeppnsfssaggqricdicrgckgvfrtrkecsstsnae
cdetpgfhelgagesmeeqdckqgaeltkkgekdecfgtfndgkrgicrpwtnesldgksvivngtkerdvvegpspadls
pgassvippaparepghspagiisfflaltstallifliffitifsvvkrgrkkllyifkgpfmrpvgttqeedgcescrfpeeeeggcel

SEQ ID NO 69: Secuencia de Aminoacidos de Region Constante de IgG1 Humana

astkgpsviplapsskstsggtaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglyslssvvitvpsssigtgtyicn
vnhkpsntkvdkkvepkscdkthtcppcpapellggpsvilfppkpkdtimisrtpevitcvvvdvshedpevkinwyvdg

vevhnaktkpreeqynstyrvvsvitvihgdwingkeykckvsnkalpapiektiskakgqprepgvytlppsreemtkng

vsltclvkgfypsdiavewesngqpennykitppvldsdgsfflyskltvdksrwaggnvfscsvmhealhnhytgkslsls
pgk

SEQ ID NO 70: Secuencia de Acido Nucleico de Regién Constante de IgG1 Humana
GCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCT
CTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGG
TGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGG
CTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTAGTGACCGTGCCCTCC
AGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACA
CCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCA
CCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAA
AACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGT
GGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTG
GAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACC
GTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTA
CAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCA
AAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGG
AGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCC
CAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAA
GACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGCTCA
CCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCA
TGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA
SEQ ID NO 71: Secuencia de Aminoacidos de Region Constante de IgG2 Humana

astkgpsvfplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavlgssglyslssvvtvpssnfgtqtytony
dhkpsntkvdktverkcevecppcpappvagpsvilfppkpkdtimisrtpevicvvvdvshedpevgfnwyvdgvevh
naktkpreeqfnstfrvvsvitvvhgdwlingkeykckvsnkglpapiektisktkggprepgvytippsreemtknqvsltcl
vkgfypsdiavewesngqgpennykitppmldsdgsfflyskitvdksrwgggnvfscsvmhealhnhytgksislspgk

SEQ ID NO 72: Secuencia de Acido Nucleico de Regién Constante de IgG2 Humana
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GCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCT
CCGAGAGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGG
TGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGG
CTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTAGTGACCGTGCCCTCC
AGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACA
CCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGTTGTGTCGAGTGCCCACCGTGCCC
AGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGAC
ACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCC
ACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAA
TGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTTCCGTGTGGTCAGC
GTCCTCACCGTCGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGG
TCTCCAACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGG
CAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACC
AAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCG
CCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACACCTC
CCATGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAA
GAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTG
CACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA
SEQ ID NO 73: Secuencia de Aminoacidos de Region Constante de Cadena Ligera Lambda Humana
ggpkaapsvtlfppsseelqankativclisdfypgavtvawkadsspvkagvetttpskgsnnkyaassylsitpeqwks
hrsyscgvthegstvektvaptecs

SEQ ID NO 74: Secuencia de Acido Nucleico de Regién Constante de Cadena Ligera Lambda Humana
GGTCAGCCCAAGGCTGCCCCCTCGGTCACTCTGTTCCCACCCTCCTCTGAGGAGC
TTCAAGCCAACAAGGCCACACTGGTGTGTCTCATAAGTGACTTCTACCCGGGAGCC
GTGACAGTGGCCTGGAAGGCAGATAGCAGCCCCOGTCAAGGCGGGAGTGGAGACC
ACCACACCCTCCAAACAAAGCAACAACAAGTACGCGGCCAGCAGCTACCTGAGCC
TGACGCCTGAGCAGTGGAAGTCCCACAGAAGCTACAGCTGCCAGGTCACGCATGA
AGGGAGCACCGTGGAGAAGACAGTGGCCCCTACAGAATGTTCA
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<120> MOLECULAS DE UNION A 4-1BB

<130> PC33845A
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<211>6
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 1
Asn Ser Tyr Ala Ile Ser
1 5

<210> 2

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Gly Ile Ile Pro Gly Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 3

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Arg Lys Asn Glu Glu Asp Gly Gly Phe Asp His
1 5 10

<210> 4

<211> 119

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

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

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Thr Phe Asn Ser Tyr
20 25 30
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Ala Ile

Gly Gly

Ser

35

50

Gln Gly

63

Met Glu

Ala Arg

Thr Leu

<210>5
<211> 445
<212> PRT

Ile

Arg

Leu

Lys

val

115

<213> Homo sapiens

<400> 5

Gln

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

val

val

Ile

Gly

Gly

Glu

Arg

Leu

Gln

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Lys

val
115

Trp

Ile

Val

Ser

Asn
100

Thr

Leu

val

20

Trp

Ile

vVal

Ser

Asn

100

Thr

vVal

Pro

Thr

Ser
85

Glu

val

val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Glu

Val

ES 2 699 648 T3

Arg

Gly

Ile
70

Leu

Glu

Ser

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leun

Glu

Ser

Gln

Phe
55

Thr

Arg

Asp

Ser

Ser

Lys

Gln

Phe

55

Thrx

Arg

Asp

Ser

Ala
40

Gly

Ala

Ser

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Gly

Ala
120

52

Pro

Thr

Asp

Glu

Gly
105

Ala

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Gly

105

Ser

Gly

Ala

Glu

Asp

Phe

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Glu

Asp

90

Phe

Thr

Gln

Asn

Ser
75

Thr

Asp

val

Gly

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

His

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

His

Gly

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

vVal

Trp

Pro
12%

Leu

45

Ala

Ser

val

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Pro

Asn

20

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Val

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr Cys
95

Gln Gly

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

FPhe



Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Cys

225

Phe

val

Phe

Pro

Thr

305

val

Thr

Gly

Leu

130

Cys

S5er

Ser

Asn

Asn

210

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

230

Val

Ser

Lys

Glu

Phe
370

Ala

Leu

Gly

Ser

Phe

1395

Thr

Pro

Pro

Cys

Trp

275

Glu

val

Asn

Gly

Glu

355

Tyr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Lys

Val

260

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

340

Met

Pro

Cys

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Pro

245

vVal

val

Gln

Gln

Gly

325

Fro

Thr

Ser

ES 2 699 648 T3

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Ala

230

Lys

val

Asp

Phe

Asp

310

Leu

Arg

Lys

Asp

Arg

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Pro

Asp

Asp

Gly

Asn

295

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile
375

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Thr

Pro

Thr

Val

Val

280

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

360

Ala

53

Thr

Pro

val

Ser

185

Thr

val

val

Leun

Ser

265

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

345

Val

val

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Ala

Met

250

His

val

Phe

Gly

Ile

330

val

Ser

Glu

Glu

Pro

1585

Thr

Val

Asn

Arg

Gly

235

Ile

Glu

His

Arg

Lys

315

Glu

Tyr

Leu

Trp

Ser

140

val

Phe

Val

val

Lys

220

Pro

Ser

Asp

Asn

val

300

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu
380

Thr

Thr

FPro

Thr

Asp

205

Cys

Ser

Arg

Pro

Ala

285

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

365

Ser

Ala

Val

Ala

Val

190

His

Cys

val

Thr

Glu

270

Lys

Ser

Lys

Ile

Fro

350

Leu

Asn

Ala

Sar

Val

175

Pro

Lys

Val

Phe

Pro

255

Val

Thr

val

Cys

Ser

335

Pro

Val

Gly

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Glu

Leu

240

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

320

Lys

Ser

Lys

Gln
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ES 2 699 648 T3

Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly

385 330 385

400

Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln

405 410

415

Gln Gly Asn Val Phe Ser Cyszs Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn

420 425 430

His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 6

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Ser Gly Asp Asn Leu Gly Asp Tyr Tyr Ala Ser
1 5 10

<210>7

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Azp Asp Ser Asn Arg Pro Ser
1 5

<210> 8

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Gln Thr Trp Asp Gly Thr Leu His Phe Val
1 5 10

<210>9

<211>107

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

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

1 5 10

15

Thr Ala Arg Ile Ser Cys Ser Gly Asp Asn Leu Gly Asp Tyr Tyr Ala

54



10

<210>10

<211> 213

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Ser Trp

Asp Asp

Asn
65

Asp Glu

Val

50

Ser

Phe

Thr

Ser

Asn

65

Asp

Val

Ala

Asgn

val

145

Glu

Ser

Ser

Pro

Ile

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

Phe

Pro

Lys

Thr

Thr

Tyr

Cys

Thr
210

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gly

20

ES 2 699 648 T3

Gln Gln Lys

Asn Arg Pro

Asn Thr Ala

70

85

100

Glu Leu

Arg Ile
20

Tyr Gln
35

Ser Asn

Gly Asn

Ala Asp

Gly Gly
100

Ser Val
115

Ala Thr

val Ala

Thr Thr

Leu Ser
180

Gln Val
195

Glu Cys

Thr

Ser

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

Thr

Leu

Pro

165

Leu

Thr

Ser

Asp Tyr Tyr

Gly Gly Thr

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Thr

Leu

val

Lys

150

Ser

Thr

His

Pro

Ser
55

Thr

Cys

Lys

Pro

Ser

Fro

Ser

55

Thr

Cys

Lys

Phe

Cys

Ala

Lys

Fro

Glu

Gly
40

Gly

Leu

Gln

Leu

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Leu

Pro

120

Leu

Asp

Gln

Glu

Gly
200

55

25

Gln

Ile

Thr

Thr

Thr
105

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Thr

Thr

105

Pro

Ile

Ser

Ser

Gln

185

Ser

Ala

Pro

Ile

Trp
90

Val

val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

90

Val

Ser

Ser

Ser

Asn
170

Trp

Thr

Pro Val Leu

Glu Arg Phe

60

Ser Gly Thr

75

Asp Gly Thr

Leu

Ser Val

Leu Gly

Pro Val

Glu Arg

60

Ser Gly

75

Asp Gly

Leu Gly

Ser Glu

Agp Phe

Pro Val

155

Agn Lys

Lys Ser

Val Glu

45

Ala

Asp

Leu

45

Phe

Thr

Thr

Gln

Glu

125

Tyr

Lys

Tyr

His

Lys
205

30

Pro

Tyr

30

val

Ser

Gln

Leu

Pro

110

Leu

Fro

Ala

Ala

Arg

130

Thr

Val

Ser

Gln

Leu

Ile

Gly

Ala

His

45

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

ala

His

95

Lys

Gln

Gly

Gly

Ala

175

Ser

val

Gln

Ala

Tyr

Ser

Glu

80

Phe

Ala

Ala

Ala

val

160

Ser

Tyr

Ala

Tyr

Ser

Glu

g0

Phe
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<210> 11
<211> 357
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11

caggtgcaat
agctgcaaag
cctgggeagy
gagcagaagt
atggaactga
gaggaggatg

<210> 12
<211> 321
<212> ADN

tggttcagte
cctecggagg
gtctcgagtg
ttcagggeeg
gcagectgeg

gtggttttga

<213> Homo sapiens

<400> 12

gatatcgaac
tcgtgtagoeg
caggcgocag
tttageggat
gacgaagcegg
ggcacgaagt
<210>13

<211> 1335
<212> ADN

tgacccagcc
gocgataatct
ttcttgtgat
ccaacagcgy

attattattg

ES 2 699 648 T3

tggcgcggaa
cacttttaat
gatgggeggt
ggtgaccatt
tagegaagat

tcattgggge

gccttcagtyg
tggtgattat
ttatgatgat
caacaccgeg

ccagacttgg

taacegttet t

<213> Homo sapiens

<400> 13

gtgaaaaaac
tcttatgcta
atcattceegg
accgeggatyg
acggeegtgt

caaggcaccc

agcgttgcac
tatgcttett
tctaategte
acectgacca

gatggtacte

56

cgyggeaygcay
tttettgggt
gttttggeac
aaagcaccag

attattgege

tggtgacggt

cgtgaaagtg
gogccaagec
tgegaattac
cacogegtat
gocgtaagaat

tagctca

caggtcagac cgcgcgtatc

ggtaccagca gaaacccggg

cctcaggeat cocggaacgo

ttageggeac tcaggeggaa

tteattttgt gtttggegge

60

120

180

240

300

357

60

120

180

240

300

321



caggtgcaat
agcetgcaaag
cctgggcagy
gogeagaagt
atggaactga
gaggaggatyg
tccaccaagy
acagaggode
aactcaggeg
¢tetacteoce
acctgcaacg
tgttgtgtcog
ttoceocceoccaa
gtggtggacy
gaggtgcata
gtcagegtee
gtctccaaca
ccccgagaac
gtocagcctga
agcaatggge
tecttettee
ttetecatget

ctgtctcegg

<210> 14
<211> 639
<212> ADN

tggttcagte
cctacggagy
gtotegagtg
ttecagggeeg
gcagcctgeg
gtggttttga

gocccatcggt

tgggetgact
ctotgaceag
tcageagegt
tagatcacaa
agtgcccace
aacccaagga
tgagccacga
atgecaagac
tcacegtegt
aaggcctcce
cacaggtgta
cctgeoctggt
agccggagaa
tetacagcaa
cegbgatgea

gtaaa

<213> Homo sapiens

<400> 14

ES 2 699 648 T3

tggcgcggaa
cacttttaat
gatgggeggt
ggtgaccatt
tagcgaagat
tcattggggce
cttcceeoctg
ggtcaaggac
cggegtgeoac
agtgacegtyg
gccecagcaac
gtgcccageca
caccctcatg
agacccocgag
aaagecacgg
geaccaggac
agcccccatce
caccctgecece
caaaggcttc
caactacaag
geteacegtg

tgaggetetg

gtgaaaaaac
tottatgeta
atcattecgg
accgeggatg
acggccgtgt
caaggcaccc
gocgeectget
tacttecceg
accttoocygyg
ccctecagea
accaaggtgg

ccacctgtgg

atctccecgga
gtecagttea
gaggagcagt
tggetgaacy
gagaaaacca
ccatcccggg
taccccageg
accacaccte
gacaagagca

cacaaccact

cgggcagcag
tttettgggt
gttttggeac
aaagcaccag
attattgcgce
tggtgacggt
ccaggagcac
aaceggtgac
ctgtectaca
actteggeac
acaagacagt
caggaccgtc
ccecctgaggt

actggtacgt
tcaacageac
gecaaggagta
tctccaaaac
aggagatgac
acatcgececgt
ccatgetgga

ggtggcagcea

acacacagaa

cgtgaaagtg
gogcacaaged
tgegaattac
caccgegtat
gocgtaagaat
tagctcagce
ctccgagage
ggtgtegtgyg
gteocteagga
ccagacctac
tgagcgcaaa
agtcttccte
cacgtgcgtg
ggacggcgtyg
gtteegtgtyg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
cteocgacgge
ggggaacgte

gagectoteo

gatatcgaac tgacccagcce geoettcagtg agegttgeac caggtcagac cgegegtate

tecgtgtageg gegataatcet tggtgattat tatgettett ggtaccagea gaaacecggg

caggcgccag ttcttgtgat ttatgatgat tctaatcgtc cctcaggcat cccggaacgc

57

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1335

60
120

1380
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tttagcggat
gacgaagcgy
ggcacgaagt
cactectetyg
taccecgggag
gagaccacca
ctgacgcctg
agcaccgtgg
<210> 15

<211>6
<212> PRT

ccaacagcgyg
attattattg
taaccgttct
aggagcttca
cegtgacagt
caccctecaa
agcagtggaa

agaagacagt

<213> Homo sapiens

<400> 15

<210> 16
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Val Ile Ser Gly Ser Gly Ser Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1

Gly

<210> 17
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

<210> 18
<211> 118
<212> PRT

ES 2 699 648 T3

caacaccgcg accctgacca

ccagacttgg gatggtactc

tggtcagcce aaggetgcecc

agccaacaag gecacactgg

ggcctggaag geagatagea

acaaagcaac aacaagtacg

gtcccacaga agctacagct

ggcccctaca gaatgttca

5

ttagcggcac
ttcattttgt
ccteggtcac
tgtgteteat
gecccgteaa
cggoeageaq

gccaggtcac

Ser Asp Tyr Tyr Met His

1

5

10

tcaggcggaa
gtttggcgge
tctgttccea
aagtgactte
ggcgggagtyg
ctacctgage

gcatgaaggg

15

Arg Leu Tyr Ala Gln Phe Glu Gly Asp Phe
10

1

<213> Homo sapiens

<400> 18

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

5

5

58

10

15

240

300

360

420

480

540

600

639



10

Ser Leu

Tyr Met

Ser val
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Leu Val

<210>19
<211> 444
<212> PRT

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Leu

Thr
115

<213> Homo sapiens

<400> 19

Gln Val

Ser Leu

Tyr Met

Ser Val

50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Tyr

100

val

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Tyr
100

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Ala

Ser

Val

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Ala

ES 2 699 648 T3

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Gln

Ser

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Gln

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Phe

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Phe

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Glu

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Glu

59

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly
105

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly
105

Gly

Gly

Thr

Asn

Aap

Asp

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Gly
15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

a0

Cys

Thr



Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Asn

Asn

Pro

225

Pro

Thr

Asn

Arg

val

305

Ser

LysS

Glu

Val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Phe

Thr

210

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu

250

val

Asn

Gly

Glu

Thr

115

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Lys

val

Tyr

275

Glu

His

Lys

Gln

Met

Val

Cys

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Pro

Pro

val

260

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

340

Thr

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Ala

Lys

245

val

Asp

Phe

Asp

Leu

325

Arg

Lys

ES 2 699 648 T3

Ser

Arg

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro

230

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp
310

Pro

Glu

Asn

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Thr

215

Pro

Thr

val

val

Ser

295

Leu

Ala

Pro

Gln

Ser

120

Thr

Pro

val

Sar

Thr

200

val

val

Lau

Sar

Glu

280

Thr

Asn

Pro

Gln

vVal

60

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Ala

Met

His

265

Val

Phe

Gly

Ile

val

345

Ser

Lys

Glu

Pro

Thr

170

Val

Asn

Arg

Gly

Ile

250

Glu

His

Arg

Lys

Glu

330

Tyr

Leu

Gly

Ser

val

155

Phe

val

Val

Lys

Pro

235

Ser

AsSp

Asn

val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asp

Cys

220

Ser

Arg

Pro

Ala

val

300

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

125

Ala

Val

Ala

Val

His

205

Cys

val

Thr

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

Val

Ala

Ser

Val

Pro

190

Lys

Val

Phe

Pro

val

270

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

350

Val

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Glu

Leu

Glu

255

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

335

Ser

Lys

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Cys

Phe

240

val

Phe

Pro

Thr

val

320

Thr

Arg

Gly
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Phe Tyr
370

Glu Asn
385

Phe Phe

Gly Asn

Tyr Thr

<210> 20

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

<210> 21

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

<210> 22

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

<210> 23

<211>107

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

355

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
435

Ser

Tyr

Tyr

Phe

420

Lys

Asp

Lys

Ser

405

Ser

Ser

ES 2 699 648 T3

Ile

Thr

390

Lys

Cys

Leu

Ala

375

Thr

Leu

Ser

Ser

360

Val

Pro

Thr

Val

Leu
440

Glu

Pro

val

Met

425

Ser

Trp

Met

Asp

410

His

Pro

Glu

Leu

395

Lys

Glu

Gly

365

Ser Asn Gly Gln Pro
380

Asp Ser Asp Gly Ser
400

Ser Arg Trp Gln Gln
415

Ala Leu His Asn His
430

Lys

Ser Gly Asp Asn Ile Gly Ser Lys Tyr Val Ser

1

5

10

Ser Asp Ser Glu Arg Pro Ser

1

5

Gln Ser Trp Asp Gly Ser Ile Ser Arg Val

1

5

61

10
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Asp

Thr

Ser

Ser

Asn
65

Asp

val

<210> 24
<211> 213
<212> PRT

Ile

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

Phe

Glu

Arg

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 24

Asp

1

Thr

Ser

Ser

Asn

65

Asp

Val

Ile

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

Phe

Glu

Arg

Tyr

33

Ser

Gly

Ala

Gly

Leu

Ile

20

Gln

Glu

Asn

Asp

Gly
100

Leu

Ile

20

Gln

Glu

Asn

Asp

Gly
100

Thr

Ser

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

Thr

Ser

Gln

Arg

Thr

Tyr

83

Gly

ES 2 699 648 T3

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Thr

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Thr

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Lys

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Lys

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Leu

Pro

Gly

Gly

Gly

Leu

Gln

Leu

62

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Ser

Thr
105

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Ser

Thr
105

val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

90

val

Val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

90

Val

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Asp

Leu

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Asp

Len

val

Gly

Val

Arg

60

Gly

Gly

Val

Gly

Val

Arg

60

Gly

Gly

Gly

Ala

Ser

Leu

45

Phe

Thr

Ser

Ala

Ser

Len

45

Fhe

Thr

Ser

Gln

Pro

Lys

30

Val

Ser

Gln

Ile

Pro

Lys

30

Val

Ser

Gln

Ile

Pro
110

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Ser
95

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Ser

95

Lys

Gln

val

Tyr

Ser

Glu

80

Arg

Gln

val

Tyr

Ser

Glu

80

Arg

Ala



10

15

20

Ala Pro

Asn Lys

130

Val Thr

145

Glu Thr

Ser Tyr
Ser

Cys

Thr
210

Pro

<210> 25

<211> 354

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 25
caggtgcaat
agctgogogyg
cctgggaagg
goggatageg
ctgeaaatga

getcagttty

<210> 26

<211> 327

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 26

gatatecgaac
tegtgtageg
caggcgccag
tttagcggat

gacgaagegg
ggcacgaagt

Ser

115

Ala

val

Thr

Leu

Gln

155

Glu

vVal

Thr

Ala

Thr

Thr

Leu

Trp

Pro

ES 2 699 648 T3

Leu Phe

Val Cys

135

Lys Ala

150

Ser Lys

165

Ser
180

val

Cys

tggtggazaag
cctocoggatt
gtctogagtg
tgaaaggeccyg
acagoetgeyg

agggtgattt

tgaceccageco
gcocgataatat
ttettgtgat
ccaacagcgyg

attattattg

Leu

Thr

Thr Pro

His Glu

Ser

cggeggegge
taccttttet
ggtgagcgtt
ttttaccatt
tgeggaagat

ttggggecaa

gocttecagty

tggttctaag
ttattctgat
caacaccgcg

ccagtettgg

taacegtecet aggteag

Pro Pro

120

Leu Ile

Ser

Asp

Gln Ser

Ser

Ser

Ser

Asn

Ser Glu

Asp Phe
140

Pro Val
155

Asn Lys

170

Glu Gln

185

Gly Ser

200

ctggtgcaac
gattattata
atctetggtt
tcacgtgata
acggeegtgt

ggcaccctygy

agcgttgeac
tatgtttett
tctgagegte
accctgacca

gatggttecta

63

Trp

Thr

Lys Ser

Val Glu

cgggeggcag
tgcattgggt
ctggtagcaa
attcgaaaaa

attattgege

tgacggttag

caggtcagac
ggtaccagca
cctecaggeat
ttagcggecac

tttetegtgt

Glu
125

Leu

Tyr Pro

Lys Ala

Tyr Ala

His Arg

190

Lys Thr

205

cetgegtetg
gcgccaagec
tacctattat
caccctgtat
gegtetttat

ctea

cgcgegtate
gaaacccggyg
coccggaacge
tcaggcggaa

gtttggegge

Gln

Gly

Gly

Ala

175

Ser

Val

Ala

Ala

Val
160

Ser

Tyr

Ala

60
120
180
240
300

354

60
120
180
24Q

300
327
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10

<210> 27

<211> 1332

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27
caggtgcaat tggtggaaag cggcggcoggce ctgghtgcaac cgggoggcecag cotgogtctg 60
agctgcgegg coctocggatt taccttttcot gattattata tgcattgggt gogocaagece 120
cctgggaagg gtctcocgagtg ggtgagegtt atctcotggtt ctggtagcaa tacctattat 180
gcggatageg tgaaaggecg ttttaccatt tcacgtgata attcgaaaaa cacectgtat 240
ctgraaatga acagcetgeg tgeggaagat acggcegtgt attattgeoge gegtetttat 300
gotcagtttg agggtgattt ttggggcocaa ggcacectgg tgacggttag ctcagoctee 360
accaagggec catcggtott ccoccoccoctggog coctgetoca ggagraccte cgagagcaca 420
goggeocctgg gotgoctggt caaggactac ttcocccgaac cggtgacggt ghcgtggaac 480
tcaggecgete tgaccagegg cgtgeacacce ttoecggetg tcocctacagte ctcaggacte 540
tactecetea geageogtagt gaccgtgeec tecageaact tcggeaccca gacctacace 600
tgcaacgtag atcacaagce cagcaacacc aaggtggaca agacagttga gegcecaaatgt 660
tgtgtcgagt goccacogtg cccagcacca ccoctgtggeoag gacogtcagt cttoctotte 720
Ccocccaaaac ccaaggacac cctcatgatc tcoccoggaccoe ctgaggtcac ghgogtgaggtg 780
gtggacgtga gcoccacgaaga coccgaggbtc cagttcaact ggtacgtgga cggogtggag g40
gtgeataatg ccaagacaaa gocacgggag gagceagttca acageacgtt cegtgtggte 900
agegtcectea cegtegtgea ecaggactgg ctgaacqggea aggagtacaa gtgecaaqgte 960
tccaacaaayg geocotcecage ccccategag aaaaceatet ccaaaaccaa agggeagecoe 1020
cgagaaccac aggtgtacac cctgcococca tococgggagy agatgaccaa gaaccaggtc 1080
agcctgacct goctggtcaa aggcttcoctac coccagegaca tcogocgtgga ghgggagage 1140
aatgggcage cggagaacaa ctacaagacc acaccteccca tgoctggacte cgacggoctcoc 1200
ttettectet acageaaget caccgtggac aagageaggt ggeageaggg gaacgtcette 1260
tcatgetceeg tgatgeatga ggetetgeac aaccactaca cacagaagag cctetecctg 1320
teteecgggta aa 1332

<210> 28

<211> 327

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 28

gatatcgaac tgacccagec gecktcagtg agegttgcac caggtcagac cgegegtate 60

64
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tegtgtageg geogataatat tggttctaag tatgtttett ggtaccageca gaaacccggg 120
caggegocag ttettgbgat ttattcetgat tetgagogte cctcaggeat cecggaacge 180
tttageggat ccaacagegy caacaccogey accectgacca ttageggeac teaggeggaa 240
gacgaagegy attattatty ccagtecttgg gatggttcota tttcoctegtgt ghittggogge 300
ggcacgaagt taaccgtcot aggtcag 327
<210> 29
<211>6
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 29
Ser Thr Tyr Trp Ile Ser
1 5
<210> 30
<211>17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

Lys Ile Tyr Pro Gly Asp Ser Tyr Thr Asn Tyr Ser Pro Ser Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 31

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

Arg Gly Tyr Gly Ile Phe Asp Tyr
1 5

<210> 32

<211> 116

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32

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

Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ser Phe Ser Thr Tyr
20 25 30

65



10

Trp

Gly

Gln
65

Leu

Ala

Thr

<210> 33
<211> 442
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

Gln
1

Ser

Trp

Gly

Gln

65

Leu

Ala

Thr

Ile

Lys

50

Gly

Gln

Arg

val

Val

Leu

Ile

Lys

30

Gly

Gln

Arg

Val

Ser

35

Ile

Gln

Trp

Gly

Ser
115

Gln

Lys

Ser

35

Ile

Gln

Trp

Gly

Ser
115

Trp

Tyr

Val

Ser

Tyr

100

Ser

Leu

Ile
20

Trp

Tyr

Val

Ser

Tyr

100

Ser

vVal

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Ala

ES 2 699 648 T3

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ile

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ile

Ser

Gln

Asp

Ser

Lys

Phe

Ser

Lys

Gln

Asp

35

Ser

Lys

Phe

Thr

Met

40

Ser

Ala

Ala

Asp

Gly

Gly

Met

40

Ser

Ala

Ala

Asp

Lys
120

66

Pro

Tyr

Asp

Ser

Tyr
105

Ala

Ser

25

Fro

Tyr

Asp

Ser

Tyr

105

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Trp

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

80

Trp

Fro

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Gly

Val

Tyr

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gln

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gln

Val

Leu

45

Ser

Ser

Met

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Met

Gly

Phe
125

Glu

Pro

Thr

Tyr

Thr
110

Pro

Ser

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Thr

110

Fro

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Leu

Gly

Thr

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Leu

Leu

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Val

Glu

Tyr

Met

Phe

Tyr

g0

Cys

val

Ala



Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Lys

Val

Tyr

Glu

Hisg

305

Lys

Gln

Met

Pro

Cys

130

Lys

Leu

Leu

Thr

val

210

Pro

Pro

val

Val

Gln

290

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser
370

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Ala

Lys

Val

Asp

275

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

355

Asp

Arg

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Pro

Asp

Asp

260

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

340

Asn

Ile

Ser

Phe

Gly

165

Leun

Tyr

Thr

Pro

Thr

245

Val

Val

Ser

Leu

Ala

325

Pro

Gln

Ala

ES 2 699 648 T3

Thr

Pro

150

Val

Ser

Thr

val

val

230

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

310

Pro

Gln

Val

Val

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Ala

Met

His

Val

FPhe

295

Gly

Ile

Val

Ser

Glu
375

Glu

Pro

Thr

val

Asn

200

Arg

Gly

Ile

Glu

His

280

Arg

lys

Glu

Tyr

Leu
360

Trp

67

Ser

Val

Phe

vVal

185

Val

Lys

Pro

Ser

Asp

265

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

345

Thr

Glu

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asp

Cys

Ser

Arg

250

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

330

Leu

Cys

Ser

Ala

val

155

Ala

val

His

Cys

vVal

235

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

315

Ile

Pro

Leu

Asn

Ala

140

Ser

val

Pro

Lys

val

220

Phe

Pro

val

Thr

val

300

Cys

Ser

Pro

Val

Gly
380

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Glu

Leu

Glu

Gln

Lys

285

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

365

Gln

Gly

Asn

Gln

Ser

150

Ser

Cys

Phe

vVal

Phe

270

Pro

Thr

Val

Thr

Arg

350

Gly

Pro

Cys

Ser

Ser

175

Asn

Asn

Pro

Pro

Thr

255

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

335

Glu

Phe

Glu

Leu

Gly

160

Ser

Phe

Thr

Pro

Pro

240

Cys

Trp

Glu

Val

Asn

329

Gly

Glu

Tyr

Asn
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Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
385 390 385 400

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
405 410 415

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr

10

15

20

25

30

35

420 425 430

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 441

<210> 34

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Ser Gly Asp Asn Ile Gly Asp Gln Tyr Ala His
1 5 10

<210> 35

<211>7

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 35

Gln Asp Lys Asn Arg Pro Ser
1 5

<210> 36

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

Ala Thr Tyr Thr Gly Phe Gly Ser Leu Ala Val
1 5 10

<210> 37

<211>108

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

Asp Ile Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly Gln
1 5 10 15

Thr Ala Arg Ile Ser Cys Ser Gly Asp Asn Ile Gly Asp Gln Tyr Ala

68



His Trp Tyr
35

Gln Asp Lys
50

Asn Ser Gly
65

Asp Glu Ala

Ala Val Phe

<210> 38

<211> 214

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

20

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly
100

Gln

Arg

Thx

Tyr

85

Gly

ES 2 699 648 T3

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Gly

40

Gly

Leu

aAla

Lys

69

25

Gln

Ile

Thr

Thr

Leu
105

Ala

Pro

Ile

Tyr

90

Thr

Pro

Glu

Ser

75

Thr

Val

val

Arg

60

Gly

Gly

Leu

val

45

Phe

Thr

Phe

30

val

Ser

Gln

Gly

Ile Tyr

Gly Ser

Ala Glu
BO

Ser Leu
95



<210> 39
<211> 348
<212> ADN

Thr

His

Gln

Asn

65

Aszp

Ala

Ala

Ala

Ala

145

val

Ser

Tyr

Ala

Ile

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

val

Ala

Asn

130

val

Glu

Ser

Ser

Pro
210

<213> Homo sapiens

<400> 39

Glu

Arg

Tyr

35

Lys

Gly

Ala

Phe

Pro

115

Lys

Thr

Thr

Tyr

Cys

195

Thr

Leu

Ile

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly

100

Ser

Ala

Val

Thr

Leu

180

Gln

Glu

Thr

Ser

Gln

Arg

Thr

Tyr

g5

Gly

Val

Thr

Ala

Thr

165

Ser

Val

Cys

ES 2 699 648 T3

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Thr

Leu

Trp

150

Pro

Leu

Thr

Ser

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Leu

Val

135

Lys

Ser

Thr

His

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Ala

Lys

Phe

120

Cys

Ala

Lys

Pro

Glu
200

70

Ser

Asp

Gln

Ile

Thr

Thr

Leu

105

Pro

Leéu

Asp

Gln

Glu

185

Gly

Val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Tyr

90

Thr

Pro

Ile

Ser

Ser

170

Gln

Ser

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Thr

Val

Ser

Ser

Ser
155

Azn

Trp

Thr

Val

Gly

Val

Arg

80

Gly

Gly

Leu

Ser

Asp

140

Pro

Asn

Lys

val

Ala

Asp

Val

45

Phe

Thr

Phe

Gly

Glu

125

Phe

val

Lys

Ser

Glu
205

Pro

Gln

Val

Ser

Gln

Gly

Gln

110

Glu

Tyr

Lys

Tyr

His

190

Lys

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Ser

95

Pro

Leu

Pro

Ala

Ala

175

Arg

Thr

Gln

Ala

Tyr

Ser

Glu

80

Leu

Lys

Gln

Gly

Gly

160

Ala

Ser

Val



10

15

20

ES 2 699 648 T3

caggtgcaat tggttcagag

agctgcaaag gttceoggata

cctgggaagy gtotogagty

tctoccgaget ttcagggeca

cttcaatgga geagectgaa

ggtatttttg attattgggy

<210> 40

<211> 324

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 40

gatatcgaac
tegtgtageg
caggogocag
tttagoggat
gacgaagcgyg
ggcggcacga

<210> 41

<211> 1326

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 41

caggtgcaat
agctgcaaag
cctgggaagy
tectcegaget
cttcaatgga
ggtatttttg
ggecccatogg
ctgggectgec
gctctgacca
cteagcageg
gtagatcaca
gagtgcceac
aaacccaaqgyg
gtgagocacy
aatgccaaga
ctecacegteg
aaaggcctce
ccacaggtgt
acctgcctgg
cagceeggaga
ctectacagea
teeogtgatge
ggtaaa

<210> 42
<211> 324

tgacccagee
gcgataatat
ttgttgtgat
ccaacagcgg
attattattg

agttaaccgt

tggttcagag
gttccggata
gtetogagtg
ttcagggceca
gcagcctgaa
attattgggg
tettececet
tggtcaagga
geggcgtgea
tagtgaccgt
agcccagcaa
cgtgcccage
acaccctcat
aagaccacga
caaagccacg
tgcaccagga
cagcccocat
acaccctgeo
tcaaaggctt
apaactacaa
agctcaccgt

atgaggetet

cggageggaa
tteecttttcet
gatgggcaay
ggtgactatt
agecgagegat

ccaaggeace

gectteagtg
tggtgatcag
ttatcaggat
caacaccgog
cgctacttat

ccta

cggogeggaa
ttcottttet
gatgggcaag
ggtgactatt
agcgagcgat
ccaaggcacc
ggcgeoctge
ctacttecee
cacctteceg
gocotooage
caccaaggtg
accacctgtg
gatctecegy
ggtocagtte
ggaggagcag
ctggetgaac
cgagaaaacc
cccatecegy
ctaccccage
gaccacacot
ggacaagagc

gcacaaccac

gtgaaaaaac
acttattgga
atctatccgy
agcgcggata
acggeeatgt

ctggteacey

agcgttgceac
tatgeteatt
aagaategtoe
accctgacca

actggtttitg

gtgaaaaaac
acttattgga
atotatccgyg
agcgeggata
acggcecatgt
ctggtecaccg
tcocaggagca
gaaccggtga
gctgtectac
aacttoggea
gacaagacag
gcaggaccgt
acecctgagg
aactggtacyg
ttcaacagca
ggoaaggagt
atectccaaaa
gaggagatga
gacatcgeceg
ccoatgotgg
aggtggcage

tacacacaga

71

cgggegaaag
tttettggot
gtgatageta
aaagcattag
attattgtge

tetectea

caggteagac
ggtaccagca
cetecaggeat
ttagcggeac

gttctcttge

cgggcegaaag
tttcttgggt
gtgatagcta
aaagcattag
attattgtge
tetecteage
coctcogagag
cggtgtogty
agtccteoagy
cocagaccta
ttgagcgcaa
cagtcttecct
tcacgtgegt
tggacggegt
cgtteocgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actcegacgg
aggggaacgt

agageetcote

cetgaaaatt
gocgecagatyg
taccaattat
caccgcgtat

gegtggttat

cgegegtate
gaaacceggg
coaggaacge
tcaggcggaa

tgtgtttgge

cectgaaaatt
gcgecagatg
taccaattat
caccgegtat
gcgtggttat
ctccaccaag
cacagcggec
gaactcaggc
actctactec
cacetgoaac
atgttgtgtc
cttcecececca
ggtggtggac
ggaggtgeat
ggtecagegtce
ggtetecaac
gocecgagaa
ggtcagectg
gagcaatggg
ctocttotta
cttetecatge

cctgteteeg

60

180
240

300

60
120
180
240
300

324

60
120
180
2490
300
360
429
480
540
600
660

720

840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1326



10

15

20

25

gatatcgaac tgacceagece
tegtgtageg gogataatat

caggcgecayg ttgttgtgat
tttagcggat ccaacagegg

gacgaagecgyg attattattg

ggcggcacga agttaacegt

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 42

<210>43

<211> 116

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43
Glu
1
Ser
Trp
Gly
Gln
65
Leu
Ala
Thr

<210> 44

<211> 442

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44

Val

Leu

Ile

Lys

50

Gly

Gln

Arg

val

Gln

Arg

Ser

38

Ile

Gln

Trp

Gly

Ser
115

Leu

Ile

Trp

Tyxr

Val

Ser

Tyr

100

Ser

ES 2 699 648 T3

gccttecagtg
tggtgatcag

ttatcaggat
caacaccgeg

cgetacttat

cota

Vval Gln Ser

Ser Cys Lys

val Arg Gln

Pro Gly Asp

55

Thr Ile Ser
70

Ser Leu Lys

Gly Ile Phe

agegttgecac caggtcagac cgogegtate

tatgetecatt ggtaccagea gaaacocggg

aagaatcgtc cctcaggcat cccggaacge

accctgacca ttageggecac teaggeggaa

actggttttg gttctecttge tgtgtttgge

Gly

Gly

Met

40

Ser

Ala

Ala

Aszp

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly

1

5

Ser Leu Arg Ile Ser Cys Lys Gly
20

Trp Ile Ser Trp Val Arg Gln Met

35

40

72

Ala

Ser

Pro

Tyr

Asp

Ser

Tyr
105

Ala Glu Val Lys Lys Pro
10

Ser Gly Tyr Ser Phe Ser

25

Pro Gly Lys Gly Leu Glu
45

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Trp

val

Tyr

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Gly

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gln

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Met

Gly

30

Fro

Ser

Glu

Fro

Thr

Tyr

Thr
110

Gly
15

Thr

Trp

Ser

Ala

Tyr

85

Leu

Gly Glu

15

Thr Tyr

Trp Met

Glu

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Val

€0

120

180
240

300

324



Gly

Gln

65

Leu

Ala

Thr

Pro

val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Lys

vVal

Tyr

Glu

Lys

50

Gly

Gln

Arg

Val

Cys

130

Lys

Leu

Leu

Thr

val

210

Pro

Pro

val

val

Gln

Ile

Gln

Trp

Gly

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Ala

Lys

val

Asp

275

Phe

Tyr

Val

Ser

Tyr

100

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Pro

Asp

Asp

260

Gly

Asn

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Thr

Pro

Thr

245

val

val

Ser

ES 2 699 648 T3

Gly

Ile

70

Leu

Ile

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Thr

val

val

230

Leu

Ser

Glu

Thr

Asp

Ser

Lys

Phe

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Ala

Met

His

Val

Phe

Ser

Ala

Ala

Asp

Lys

120

Glu

Pro

Thr

VvVal

Asn

200

Arg

Gly

Ile

Glu

His

280

Arg

73

Tyr

Asp

Ser

Tyr

105

Gly

Sar

Val

Phe

Val

185

Val

Lys

Pro

Ser

Asp

265

Asn

Val

Thr

Lys

Asp

90

Irp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asp

Cys

Ser

Arg

250

Pro

Ala

val

Asn

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ala

val

155

Ala

Val

His

Cys

Val

235

Thr

Glu

Lys

Ser

Tyr

60

Ile

Ala

Gln

val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

val

220

Fhe

Pro

val

Thr

val

Ser

Ser

Met

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Glu

Leun

Glu

Gln

Lys

285

Leu

Pro

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Cys

Phe

val

Phe

270

Pro

Thr

Ser

Ala

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

Sar

Ser

175

Asn

Asn

Pro

Pro

Thr

255

Asn

Arg

Val

Phe

Tyr

80

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Phe

Thr

Pro

Pro

240

Cys

Trp

Glu

val



10

His

305

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

385

Leu

val

Gln

<210> 45

<211>108

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45
Ser Tyr
1
Thr Ala
His Txrp
Gln Asp

50

Asn Ser
65
Asp Glu
Ala val

290

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

370

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Glu

Ser

Tyr

35

Lys

Gly

Ala

Phe

ES 2 699 648 T3

Asp Trp Leu

Leu Pro Ala

325

Arg Glu Pro
340

Lys Asn Gln

355

Asp Ile Ala

Lys Thr Thr

Ser Lys Leu

405

Ser Cys Ser
420

Ser Leu Ser

435

Leu

Ile

20

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly
100

Asn

310

Pro

Gln

val

val

Pro

390

Thr

Val

Thr Gln

Thr Cys

Gln Lys

Arg Pro

Thr Ala

70

Tyr Tyr

85

Gly Gly

295

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

375

Pro

Val

Met

Ser

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Lys

Glu

Tyr

Leu

360

Trp

Met

Asp

His

Pro
440

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leun

Ala

Lys

74

Glu

Lys

Thr

345

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

425

Gly

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Thr

Leu

Tyr

Thr

330

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

410

Ala

Lys

Pro

105

val
190

Asn

Ser

Ile

Tyr
90

Thr

Lys

315

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

395

Arg

Leu

300

Cys Lys

Ser Lys

Pro Ser

Val Lys

365

Gly Gln

380

Asp Gly

Trp Gln

His Asn

Ser val

Ile Gly

Pro val

Glu Arg

60

Ser Gly

15

Thr Gly

val Leu

Vval

Thr

Arg

350

Gly

Pro

Ser

Gln

His
430

Ser

Asp

Leu

45

Phe

Thr

Phe

Ser

Lys

335

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

415

Tyr

Pro

Gln

30

val

Ser

Gln

Gly

Asn

320

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

400

Asn

Thr

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Ser
95

Gln

Ala

Tyr

Ser

Met

840

Leu



10

15

<210> 46
<211> 214
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 46

<210> 47
<211> 348
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 47

Ser

Thr

His

Gln

Asn

65

Azp

Ala

Ala

Ala

Ala

145

Val

Ser

Tyr

Ala

Tyr

aAla

Trp

Asp

50

Ser

Glu

Val

Ala

Asn

130

vVal

Glu

Ser

Ser

Pro
210

Glu

Ser

Tyr

35

Lys

Gly

Ala

Phe

Fro

115

Lys

Thr

Thr

Tyr

Cys
195

Thr

Leu

Ile

20

Gln

Asn

Asn

Rap

Gly

100

Ser

Ala

val

Thr

Leu

180

Gln

Glu

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

Val

Thr

Ala

Thr

165

Ser

Val

Cys

ES 2 699 648 T3

Gln

Cys

Lys

Pro

aAla

70

Tyr

Gly

Thr

Leu

Trp

150

Pro

Leu

Thr

Ser

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Leu

Val

135

Lys

Ser

Thr

His

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Ala

Lys

Phe

120

Cys

Ala

Lys

Pro

Glu
200

75

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Thr

Leu

105

Pro

Leu

Asp

Gln

Glu

185

Gly

val

10

Asn

Ser

Pro

Ile

Tyr

90

Thr

Fro

Ile

Ser

Ser

170

Gln

Ser

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Thr

Val

Ser

Ser

Ser

155

Ash

Trp

Thr

val

Gly

val

Arg

60

Gly

Gly

Leu

Ser

Asp

140

Pro

Asn

Lys

Val

Ser

Asp

Leu

45

Phe

Thr

Phe

Gly

Glu

125

Phe

val

Lys

Ser

Glu
205

Pro

Gln

30

val

Ser

Gln

Gly

Gln

110

Glu

Tyr

Lys

Tyr

Hisg

130

Lys

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Ser

95

Pro

Leu

Pro

Ala

Ala

175

Arg

Thr

Gln

aAla

Tyr

Ser

Met

80

Leu

Lys

Gln

Gly

Gly

160

Ala

Ser

Val



10

15

20

ES 2 699 648 T3

60

120

180

240

300

324

gaggtgeaat tggttcagag cggegeggaa gtgaaaaaac cgggegaaag cctgaggatt
agctgcaaay gttcoggata ttcottttct acttattgga tttettgggt gegecagaty
cctgggaagy gtctogagty gatgggeoaag atctatcogy gtgatageta taccaattat
tcteccgaget ttcagggeca ggtgactatt agogeggata aaagcattag caccgegtat
ctteaatgga geagectgaa ageogagegat acggecatgt attattgtge gegtggttat
ggtatttttg attattgggg ccaaggeoace ctggtcaceg tcotoctea
<210>48
<211> 324
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 48
agetacgage tgacceagec coccagegtg tocgtgagec ctggccagac cgocageatce
acctgcagcg gcgacaacat cggcgaccag tacgcccact ggtatcagca gaagcccggce
cagageccceeg tgetggtgat ctaccaggac aagaaccggce ccageggcat ccoccgagegg
ttcageggea gcaacagogg caacaccgec acectgacca tcageggcac ccaggecatg
gacgaggecg actactactg cgecacctac aceggetteg goageetgge egtgttegge
ggagggacca agctgacegt ccta
<210> 49
<211> 1326
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 49
gaggtgcaat tggttcagag cggcgcggaa gtgaaaaaac cgggcgaaag coctgaggatt

agctgcaaag
cctgggaagy

tetecgaget
cttcaatgga

ggtatttttg
ggcccategg
ctgggetgece
getetgacca
ctcagcagcg
gtagatcaca
gagtgceocac
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgcrcaaga
ctcacegtey
aaaggcctcc
ccacaggtgt
acctgeocotgy
cagecggaga
ctatacagea

teegtgatge

ggtaaa

gttccggata ttecttttet
gtctcgagtg gatgggcaag

ttecagggeca ggtgactatt
gcagectgaa agecgagegat

attattgggg ccaaggcacc
tcttocceect ggegeecctge
tggtcaagga ctacttecccc
gocggegtgea caccttoeeg
tagtgaccgt geoccteocage
agcccagcaa caccaaggtg
cgtgcccage accacctgtyg
acaccctcat gatctoccoccogg
aagaccccga ggtccagtte
caaagcecacy ggaggageag
tgeaccagga ctggetgaac
cagcccccat cgagaaaacc
acaccctgece cccatccocegg
tcaaaggectt ctacceoccage
acaactacaa gaccacaccet
agetcaccgt ggacaagage

atgaggetet geacaaccac

acttattgga
atctatccogg

agegeggata
acggecatgt

ctggtcaccg
tcoaggagea
gaaccggtga
gctgtcoctac
aactteggea
gacaagacag
gcaggacegt
accectgagg
aactggtacg
ttcaacagca
ggcaaggagt
atctccaaaa
gaggagatga
gacatcgecy
cacatgetgy
aggtggcage

tacacacaga

76

tectectcage
cctoccgagag
cggtotegtg
agtccetcagg
cccagaccta
ttgagcgeaa
cagtettect
tcacgtgegt
tggacggogt
cgtteogtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actecgacygyg
aggggaacgt

agagectete

tttecttgggt gocgeocagatg
gtgatagcta taccaattat

aaagcattag caccgegtat

attattgtge gegtggttat
ctccaccaag
cacagoggoc
gaactcagge
actctactee
cacctgcaac
atgttgtgtc
cttecceeca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggteagegte
ggtcotcocaac
gocccogagaa
ggtcagoetyg

gqagcaatggy

ctecttette
cttetcatge

cotgtetecyg

60
120
180
240
300

348

60

120

180

240
300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1326



10

15

20

<210> 50

<211> 642

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 50

agctacgage
acctgcageg
cagagcocccg
ttcagcggea
gacgaggccy
ggagggacca
ceacectect
ttotaccegyg

gtggagacca
agcctgacge

gggagcaccg

<210> 51

<211>108

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 51

Ser Tyr Glu

1

Thr Ala

His Trp

Ser

Tyr

tgacccagoe
gegacaacat
tgctggtgat
gcaacagcgg
actactactg
agetgacegt
etgaggaget
gageagtgac

ccacacecctc
ctgagcagtg

tggagaagac

5

Ile
20

Gln

35

Gln Asp

50

Asn Ser

65

Asp

Ala VvVal

<210> 52

<211> 214

<212> PRT

<213> Homo sapiens

Lys

Gly

Glu Ala Asp

Phe

Asn

Gly
100

Leu Thr

Thr

Gln

Asn Arg

Thr Ala

Tyr

85

Gly

ES 2 699 648 T3

coecagegty
cggegaceag
ctaccaggac
caacaccgcc
cgccacctac
cctaggteag
tocaagecaac
agtggdetyy

caaacaaagc
gaagtcocac

agtggecccot

Gln Pro

Cys Ser
Pro

Lys

Ser
55

Pro

Thr
70

Tyr Cys

Gly Thr

teegtgagee
tacgeecact
aagaacaoggce
accctgacca
accggcecttog
cecaaggety
aaggeocacac
aaggcagata

aacaacaagt
agaagctaca

acagaatgtt

Pro

Ser Val

ctggecagac
ggtatcagea
ccagcggcat
tcagcggcac
gcagcetgge
cccccteggt
tggtgtgtet
goageccogt

acgoggecagy
gctgoeaggt

ca

10

Gly Asp Asn

25

Gly Gln

40

Gly Ile

Thr

Leu

Ala Thr

Ser

Pro

Ile

Tyr

Ile

Pro

60

Ser
75

Thr

90

Leu
105

Lys

77

Thr

val

Ser Val

Gly Asp

val

Glu Arg Phe

Gly

Gly Fhe

cgecagoate
gaageecgge
ccaecgagegy
ccaggecatyg
cgtgttogge
cactetgtte
cataagtgac

caaggeggga

cagctacctyg
cacgcatgaa

Ser Pro

Gln
30

val
45

val

Ser

Thr

Gln

Gly

Leu

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Ser
85

60
120
180
240
300
360
420
480

540
600

642

Gln

Ala

Tyr

Ser

Met

80

Leu



<400> 52

Ser

Thr

His

Gln

Asn

65

Ala

Ala

Ala

Ala

145

Val

Ser

Tyr

Ala

<210> 53

<211> 324
<212> ADN

<213> Homo sapiens

Tyr

Ala

Trp

Asgp

50

Ser

Glu

Val

Ala

Asn

130

Val

Glu

Ser

Ser

Pro
210

Glu

Ser

Tyr

35

Lys

Gly

Ala

Phe

Pro

115

Lys

Thr

Thr

Tyr

Cys

185

Thr

Leu

Ile

20

Gln

Azn

Asn

Gly

100

Ser

Ala

Val

Thr

Leu

180

Gln

Glu

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

Val

Thr

Ala

Thr

165

Ser

Val

Cys

ES 2 699 648 T3

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Thr

Trp
150

Pro

Thr

Ser

Pro

Ser

Pro

Ser
55

Thr

Cys

Thr

Leu

Val

135

Lys

Ser

Thr

His

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Ala

Lys

Phe

120

Cys

Ala

Lys

Pro

Glu
200

78

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Thr

Leu

105

Pro

Leu

Asgp

Gln

Glu
1385

Gly

Val

10

Asn

Ser

Pro

Ile

Tyr

20

Thr

Pro

Ile

Ser

Ser

170

Gln

Ser

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Thr

Val

Ser

Ser

Ser

155

Asn

Trp

Thr

Val

Gly

Val

Arg

60

Gly

Gly

Ser

Asp

140

Pro

Asn

Lys

Val

Ser

Asp

Val

45

Phe

Thr

Phe

Gly

Glu

125

Phe

Val

Lys

Ser

Glu
205

Pro

Gln

30

Val

Ser

Gln

Gly

Gln

110

Glu

Tyr

Lys

Tyr

His

190

Lys

Gly

Tyr

Ile

Gly

Ala

Ser

95

Pro

Leu

Pro

Ala

Ala

175

Arg

Thr

Gln

Ala

Tyr

Ser

Met

80

Leu

Lys

Gln

Gly

Gly

160

Ala

Ser

Val
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15

20

25

<400> 53

agctacgage
acctgcagcg
cagagcceoeg
ttecageggea

gacgaggccg

ggagggacca

<210> 54

<211> 642

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 54
agctacgage
acctgeageg
cagagccccg
ttcagcggea
gacgaggoecyg
ggagggacca
cdeacactect
ttetaceoegyg
gtggagacca
agcctgacge

gggagcaccyg

<210> 55

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55

<210> 56

<211>108

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56

tgacccagce
gcgacaacat
tggtggtgat
gcaacageogg

actactactg

agctgaceght

tgacccagee
gogacaacat
tggtggtgat
gcaacagcgg
actactactg
agctgaccgt
ctgaggaget
gagceogtgac
cecacacccte
ctgagcagtg

tggagaagac

ES 2 699 648 T3

coeocageghtg
cggcogaccag
ctaccaggac
caacacecgee
cgeecacctac

ccta

ccccagogtyg
cggcgaccag
ctaccaggac
caacaccgcce
cgccacctac
cctaggteag
tcaagecaac
agtggectgy
caaacaaagc
gaagtcccac

agtggceccek

tecegtgagee
tacgcccact
aagaaccggce
accctgacca

accggetteg

tccgtgagee
tacgcccact
aagaaccggc
accctgaceca
accggcttecg
ccocaaggetg
aaggocacac
aaggcagata
aacaacaagt
agaagctaca

acagaatgtt

ctggocagac

ggtatcagca

ccagoggeat
tcageggeac

gecagectgge

ctggecagac
ggtatcagca
ccagcggeat
tcagcggeac
gcagcectgge
cococteggt
tggtgtgtet
gcagaceegt
acgcggccag
gctgecaggt

ca

cgocageate
gaagccagge
cocoocgagogyg
ccaggeocatg

cgtgttegge

cgccagecatce
gaagocogyge
ccccgagegg
ccaggccatg
cgtgttcgge
cactctgtte
cataagtgac
caaggceggga
cagctacctg

cacgcatgaa

Ser Thr Tyr Thr Phe Val Gly Phe Thr Thr Val
10

1

5

79

60

120

180

240

300

324

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

642



Asp

Thr

His

Gln

Asn
65

Asp

Thr

<210> 57
<211> 214
<212> PRT

Ile

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

val

Glu

Arg

Tyr

35

Lys

Gly

Ala

Phe

<213> Homo sapiens

<400> 57

Leu

Ile

20

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly
100

Thr

Ser

Gln

Arg

Thr

Tyr
85

Gly

ES 2 699 648 T3

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala
70

Tyr

Gly

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Ser

Lys

80

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Thr

Leu
105

val
10

Asn

Ala

Pro

Ile

Tyr
90

Thr

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser
75

Thr

val

val

Gly

Val

Arg

60

Gly

Phe

Leu

Ala

Asp

Val

45

Phe

Thr

val

Pro

Gln

30

Val

Ser

Gln

Gly

Gly
15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Phe
95

Gln

Ala

Tyr

Ser

Glu
80

Thr



<210> 58
<211> 32

Asp

Thr

Hisg

Gln

Asn

65

Asp

Thr

Ala

Ala

Ala

145

Val

Ser

Tyr

Ala

4

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 58

Ile

Ala

Trp

Asp

Ser

Glu

Val

Ala

Asn

130

Val

Glu

Ser

Ser

Pro
210

Glu

Arg

Tyr

35

Lys

Gly

Ala

Phe

Pro

115

Lys

Thr

Thr

Tyr

Cys
195

Thr

Leu

Ile

20

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly

100

Ser

Ala

Val

Thr

Leu
180

Gln

Glu

Thr

Ser

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

Val

Thr

Ala

Thr

165

Ser

Val

Cys

ES 2 699 648 T3

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Thr

Leu

Trp

150

Pro

Leu

Thr

Ser

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Leu

Val

135

Lys

Ser

Thr

Hisg

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Ser

Lys

Phe

120

Cys

Ala

Lys

Pro

Glu
200

81

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Thr

Len

105

Pro

Leu

Asp

Gln

Glu
185

Gly

Val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Tyr

90

Thr

Pro

Ile

Ser

Ser

170

Gln

Ser

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Thr

Val

Ser

Ser

Ser

155

Asn

Trp

Thr

Val

Gly

Val

Arg

Gly

Phe

Len

Ser

Asp

140

Pro

Asn

Lys

Val

Ala

Asp

Val

45

Phe

Thr

Val

Gly

Glu

125

Phe

Val

Lys

Ser

Glu
205

Pro

Gln

30

Val

Ser

Gln

Gly

Gln

110

Glu

Tyr

Lys

Tyr

Hisg
190

Lys

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Phe

95

Pro

Leu

Pro

Ala

Ala

175

Arg

Thr

Gln

Ala

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

Lys

Gln

Gly

Gly

160

Ala

Ser

Val



10

15

gatatecgaac
tecgtgtageg
caggcgecag
tttagcggat
gacgaagocyg

ggocggocacga

tgaceccagec
gegataatat
ttgttgtgat
ccaacagcgyg
attattattyg

agttaacegt

<210> 59

<211> 642

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 59

gatatcgaac
tegtgtageg
caggegecag
tttagcggat
gacgaagcgg
ggcggcacga
ceacactect
ttetacoegyg
gtggagacca
agcctgacgce

gggagcaccyg

tgacccagec
gcgataatat
ttgttgtgat
ccaacagcgg
attattattg
agttaaccgt
ctgaggaget
gagcegtgac
ccacacccte
ctgagcagtg

tggagaagac

<210> 60

<211>108

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60

ES 2 699 648 T3

gccttcagtg
tggtgatcag
ttatcaggat
caacaccgcy
ctctacttat

ccta

geotteagtyg
tggtgatcag
ttatcaggat
caacaccgceg
ctctacttat
cctaggteag
tcaagecaac
agtggectgg
caaacaaagc
gaagtcccac

agtggcccct

agcgttgecac
tatgectcatt
aagaatcgtc
accctgacca

acttttgttg

agegttgeac
tatgeteatt
aagaatcgtc
accctgacca
acttttgttg
cccaaggetyg
aaggecacac
aaggcagata
aacaacaagt
agaagctaca

acagaatgtt

82

caggtcagac
ggtaccagca
cctcaggcat
ttagcggcac

gttttactac

caggtcagac
ggtaccagca
cctcaggcat
ttagcggcac
gttttactac
ceccecteggt
tggtgtgtet
gecageceegt
acgcggocayg
gctgecaggt

ca

cgegegtate
gaaacceggy
cocoggaacge
tcaggcggaa

tgtgtttgge

cgegegtate
gaaacceggy
ceccggaacge
tcaggcggaa
tgtgtttggc
cactctgttce
cataagtgac
caaggcggga
cagctacctg

cacgcatgaa

60

120

180

24Q

300

324

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

642



10

Ser

Thr

His

Gln

Asn
65

Asp

Thr

<210> 61
<211> 214
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 61

Ser

Thr

His

Gln

Asn

65

Asp

Thr

Tyr

Ala

Trp

Asp

Ser

Glu

val

Tyr

Ala

Trp

Asp

Ser

Glu

Val

Glu

Ser

Tyr

35

Lys

Gly

Ala

Phe

Glu

Ser

Tyr

35

Lys

Gly

Ala

Phe

Leu

Ile

20

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly
100

Leu

Ile

20

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly
100

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

ES 2 699 648 T3

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Ser

Lys

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Ser

Lys

83

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Thr

Leu
105

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Thr

Leu
105

Val

10

Asn

Ser

Pro

Ile

Tyr

90

Thr

Val

10

Asn

Ser

Pro

Tle

Tyr

90

Thr

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Thr

Val

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Thr

Val

Val

Gly

Val

Arg

60

Gly

Phe

Leu

Val

Gly

Val

Arg

Gly

Phe

Len

Ser

Asp

Leu

45

Phe

Thr

val

Ser

Asp

Leu

45

Phe

Thr

val

Gly

Pro

Gln

30

Val

Ser

Gln

Gly

Pro

Gln

30

Val

Ser

Gln

Gly

Gln
110

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Phe
95

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Phe

95

Pro

Gln

Ala

Tyr

Ser

Met

80

Thr

Gln

Ala

Tyr

Ser

Met

80

Thr

Lys



10

15

Ala Ala

Ala Asn

130

Ala
145

Val
val Glu
Ser

Ser

Tyr Ser

Pro

115

Lys

Thr

Thr

Tyr

Cys

Ser

Ala

Val

Thr

Leu

180

Gln

Val

Thr

Ala

Thr

165

Ser

Val

ES 2 699 648 T3

Thr

Leu

Trp

150

Pro

Leu

Thr

Leu

Val

135

Lys

Ser

Thr

His

195

Ala Pr¢ Thr Glu Ser

210

Cys

<210> 62

<211> 324

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 62

agctacgagc
acctgeageg
cagagececg
ttcageggea
gacgaggccy

ggagggacca

tgacccagecc
gcgacaacat
tgetggtgat
gcaacagegqg
actactactg

agctgaccgt

cocccagogtg
cggcgaccag
ctaccaggac
caacaccgoe
ctctacttat

ccta

<210> 63

<211> 642

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 63

agctacgage
acetgeageg
cagagcccceyg
ttecageggea

gacgaggcco

tgaceccageco
gegacaacat
tgetggtgat
geaacagogy

actactactyg

cocccagegtg
cggegaccag
ctaccaggac
caacaccged

ctctacttat

Phe
120

Fro

Cys Leu

Ala

Asp

Lys Gln

Fro

Ile

Ser

Ser

Ser Ser

Ser Asp

140

Ser Pro

155

Asn Asn

170

Glu
185

Pro

Glu
200

Gly

tccgtgagec
tacgeccceact
aagaaceggce
acectgacea

acttttgttg

tcogtgagec
tacgeccact
aagaaccgge
accotgacca

acttttgttg

84

Gln

Ser

Trp Lys

Thr Val

ctggccagac
ggtatcagca
ccagecggeat
teagaggeac

gttttactac

ctggccagac
ggtatcagea
ccageggeat
teageggeac

gttttactac

Glu

125

Phe

Val

Lys

Ser

Glu

Glu

Tyr

Lys

Tyr

His

190

Lys

Leu

Fro

Ala

Ala

175

Arg

Thr

205

cgccagcatc
gaageccegygce
ccecgagegyg
ccaggceatyg

tgtgttcgge

cgecagcate
gaagecegge
cecacgagegyg
ceaggecatyg

tgtgttegge

Gln

Gly

Gly
160

Ala

Ser

Val

60
120
180
240
300

324

60
120
180
240

300



10

15

ggagggacca

ccacceoteoct

ttctaccecgg

agctgaccgt
ctgaggaget
gagccgtgac

ccacaccete

gtggagacca

agectgacge

gggagcaccyg

<210> 64
<211> 108
<212> PRT

¢tgageagty

tggagaagac

<213> Homo sapiens

<400> 64

Ser

Thr

His

Gln

Asn
65

Asp

Thr

<210> 65
<211> 214
<212> PRT

Tyr

Ala

Trp

Asp

Ser

Glu

Val

Glu

Ser

Tyr

35

Lys

Gly

Ala

Phe

<213> Homo sapiens

<400> 65

Leu

Ile

20

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly
100

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

ES 2 699 648 T3

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

cctaggtcag

tcaagccaac
agtggoctgg
caaacaaagc
gaagtaccac

agtggecect

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

cccaaggctyg
aaggccacac
aaggcagata
aacaacaagt
agaagctaca

acagaatgtt

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Ser

Lys

85

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Thr

Len
105

Val

10

Asn

Ser

Pro

Ile

Tyr

90

Thr

ca

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Thr

Val

ccceocteggt

tggtgtgtct
gcageccogt
acgcggecag

getgecagat

Val

Gly

val

Arg

Gly

Phe

Len

cactctgttc

cataagtgac

caaggcggga

cagctacctg

cacgeatgaa

Ser

Asp

val

45

Fhe

Thr

val

Pro

Gln

30

val

Ser

Gln

Gly

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Phe
95

360
420
480
540
600

642

Gln

Ala

Tyr

Ser

Met

80

Thr



Ser

Thr

His

Gln

Asn

65

Asp

Thr

Ala

Ala

Ala
145

Val

Ser

Tyr

Ala

<210> 66

<211> 324
<212> ADN

Tyr

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

Val

Ala

Asn

130

Val

Glu

Ser

Ser

Pro
210

Glu

Ser

Tyr

35

Lys

Gly

Ala

Phe

Pro

115

Lys

Thr

Thr

Tyr

Cys

135

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 66

Leu

Ile
20

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly

100

Ser

Ala

Val

Thr

Leu

180

Gln

Glu

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

83

Gly

Val

Thr

Ala

Thr

165

Ser

Val

Cys

ES 2 699 648 T3

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Thr

Leu

Trp

130

Pro

Leu

Thr

Ser

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Leu

Val

135

Lys

Ser

Thr

His

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Ser

Lys

Phe

120

Cys

Ala

Lys

Pro

Glu
200

86

Ser

Asp
25

Gln

Ile

Thr

Thr

Len

105

Pro

Len

Asp

Gln

Glu

185

Gly

Val
10

Asn

Ser

Pro

Ile

Tyr

90

Thr

Pro

Ile

Ser

Ser

170

Gln

Ser

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Thr

Val

Ser

Ser

Ser

155

Asn

Trp

Thr

Val

Gly

Val

Arg

60

Gly

Fhe

Len

Ser

Asp

140

Pro

Asn

Lys

Val

Ser

Asp

Val

45

Fhe

Thr

Val

Gly

Glu

125

Fhe

Val

Lys

Ser

Glu
205

Pro

Gln
30

Val

Ser

Gln

Gly

Gln

110

Glu

Tyr

Lys

Tyr

His

130

Lys

Gly
15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Fhe

95

Pro

Leu

Pro

Ala

Ala

175

Arg

Thr

Gln

Ala

Tyr

Ser

Met

80

Thr

Lys

Gln

Gly

Gly

160

Ala

Ser

Val



10

15

agctacgage
acetgceageg
cagageocoy
ttcagcggea
gacgaggcocyg

ggagggacca

tgacccagec
gcgacaacat
tggtggtgat
gcaacagcgyg
actactactyg

agetgacegt

ES 2 699 648 T3

coccagoegty
cggcgaccayg
ctaccaggac
caacaccgcc
ctctacttat

ccta

<210> 67

<211> 642

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 67

agctacgagc
acctgcageg
cagagccccog
ttcagecggea
gacgaggeceyg
ggagggacca
ccacectact
ttctaccegg
gtggagacca
agcctgacge

gggagcaccyg

tgacccagec
gogacaacat
tggtggtgat
gocaacagegg
actactactg
agctgacegt
ctgaggaget
gagcegtgac
ccacaccctce
ctgagcagtyg

tggagaagac

ccccagegtg
cggcgaccag
ctaccaggac
caacaccgcco
ctetacttat
cctaggteag
tcaagacaac
agtggectgy
caaacaaagc
gaagtcccac

agtggccect

<210> 68

<211> 255

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 68

tocgtgagec
tacgeccact
aagaaccgge
accctgacca

acttttgtty

teccgtgagec
tacgceccact
aagaaccgge
accctgacca
acttttgttg
coccaaggetg
aaggocacad
aaggcagata
aacaacaagt
agaagctaca

acagaatgtt

87

ctggecagac
ggtatcagea
ccagoggeat
tcagcggcac

gttttactac

ctggccagac
ggtatcagea
ccagcggcat
tcageggecac
gttttactac
ccoccteggt
tggtgtgtet
goagcccegt
acgcggoecag
gotgeocaggt

ca

cgecagcate
gaagaccgge
cocogagogy
ccaggcocatg

tgtgttcogge

cgccagecatc
gaageccgge
cococcgagegyg
cocaggecatyg
tgtgttegge
cactetgtte
cataagtgac
caaggcggyga
cagctacctg

cacgcatgaa

60
120
180
240
300

324

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

642



Met

Aszsn

Ala

Pro

Cys

65

Thr

Ala

Thr

Lys

Ser

145

Ser

Pro

Ala

Arg

Lys

225

Cys

Gly

Phe

Gly

Pro

30

Arg

Ser

Gly

Lys

Arg

130

Val

Pro

Ala

Leu

Phe

210

Gln

Ser

Asn

Glu

Thr

35

Asn

Gln

Asn

Cys

Lys

115

Gly

Leu

Ala

Arg

Thr

195

Ser

Pro

Cys

Ser

Arg

20

Phe

Ser

Cys

Ala

Ser

100

Gly

Ile

Val

Asp

Glu

180

Ser

Val

Phe

Arg

Cys

Thr

Cys

Phe

Lys

Glu
85

Met

Cys

Cys

Aszsn

Leu

165

Pro

Thr

Val

Met

Phe
245

ES 2 699 648 T3

Tyr

Arg

Asp

Ser

Gly

70

Cys

Cys

Lys

Gly

150

Ser

Gly

Ala

Lys

Arg

230

Pro

Asn

Ser

Asn

Ser

35

Val

Asp

Glu

Asp

Pro

135

Thr

Pro

His

Leu

Arg

215

Pro

Glu

Ile

Leu

Asn

40

Ala

Phe

Cys

Gln

Cys

120

Trp

Lys

Gly

Ser

Leu

200

Gly

Val

Glu

88

Val

Gln

25

Gly

Arg

Thr

Asp

105

Cys

Thr

Glu

Ala

Pro

185

Phe

Arg

Gln

Glu

Ala

10

Asp

Asn

Gly

Thr

Pro
80

Cys

Phe

Asn

Arg

Ser

170

Gln

Leu

Lys

Thr

Glu
250

Thr

Fro

Gln

Gln

Arg

75

Gly

Lys

Gly

Cys

Asp

155

Ser

Ile

Leu

Lys

Thr

235

Gly

Leu

Cys

Ile

Arg

60

Lys

Phe

Gln

Thr

Ser

140

Val

Val

Ile

Phe

Leu

220

Gln

Leu

Ser

Cys

45

Thr

Glu

His

Gly

Phe

125

Leu

Val

Thr

Ser

Phe

205

Leu

Glu

Cys

Leu

Aszn

30

Ser

Cys

Cys

Cys

Gln

110

Aszn

Asp

Cys

Fro

Phe

190

Leu

Tyr

Glu

Glu

Val

15

Cys

Pro

Asp

Ser

Leu
85

Glu

Asp

Gly

Gly

Fro

175

Phe

Thr

Ile

Asp

Leu
255

Leu

Fro

Cys

Ile

Ser

g0

Gly

Leu

Gln

Lys

Fro

160

Ala

Leu

Leu

Phe

Gly
240



ES 2 699 648 T3

<210> 69

<211> 330

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 69

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
1 5 10 15

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Agp Tyr
20 25 30

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
35 40 45

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
50 55 60

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
65 70 75 80

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
85 90 35

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
100 105 110

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
115 120 125

Lys Pro Lys Asp Thr Len Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
130 135 140

Val val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
145 150 155 160

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 170 175

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
180 185 150

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
195 200 205

Lys Ala Leu Pro Ala Prc Ile Glu lLys Thr Ile Ser Lys 2la Lys Gly
210 215 220

Gln Prc Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Prc Pro Ser Arg Glu Glu
225 230 235 240

Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
245 250 255

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
260 265 270

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
275 280 285

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
290 295 300

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 315 320
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<210>70

<211> 990

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 70
gecctccacca
ggcacagoegy
tggaactcag
ggactctact
tacatctgea
aaatcttgtyg
ccgtcagtet
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtace
gagtacaagt
aaagoraaaqg
atgaccaaga
geccgtggagt
ctggactcog
cagcagggga
cagaagagoo

<210> 71

<211> 326

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 71

ES 2 699 648 T3

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

agggcccatc
ccoctgggetg
gogocctgac
ccectcagecag
acgtgaatca
acaaaactca
tcoctctteoe
gegtggtggt
gegtggaggt
gtgtggtcag
gceaaggtete
ggragooooyg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctcctt
acgtottete

totoecotgte

ggtcttecce
ceotggtcaag
cageggegtyg
cgtagtgacc
caagcocage
cacatgccca
cccaaaaccc
ggacgtgagc
gcataatgeoc
cgteocteace
caacaaagoo
agaaccacaqg
cctgacectge
tgggcageey
cttcctctat
atgctoegtyg

teegggtaaa

325

ctggecaccet
gactacttcec
cacaccttec
gtgcceteca
aacaccaagg
cegtgeccayg
aaggacacce
cacgaagace
aagacaaagc
gtoctgeaceo
ctoccagooe
gtgtacacece
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca

atgcatgagg

ccteccaagag
cegaaccggt
cggetgtect
gcagcttggg
tggacaagaa
cacctgaact
tcatgatcte
ctgaggtcaa
cgcgggagga
aggactggcet
coategagaa
tgoccacate
gcttctatecc
acaagaccac
cogtggacaa

ctoetgeacaa

330

cacctctggg
gacggtgteg
acagtcctca
cacccagacc
agttgagecc
cetggggaga
ccggacecct
gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatcotoe
cegggaggag
cagcgacatc
gocteccegtyg
gagcaggtgy

ccactacacg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

930

Ala Ser Thr lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg

1

5

10

15

Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr

20

25

30

Phe Pr¢ Glu Pr¢ Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
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Gly

Leu

65

Tyr

Thr

Pro

Thr

Val

145

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

225

Gln

Ala

Thr

val

50

Ser

Thr

val

val

Leu

130

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

210

Gln

val

Val

Pro

35

His

Ser

Cys

Glu

Ala

115

Met

His

Val

Phe

Gly

195

Ile

Val

Ser

Glu

Pro
275

Thr

Val

Asn

Arg

100

Gly

Ile

Glu

His

aArg

180

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp
280

Met

Phe

Val

val

85

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

165

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

245

Glu

Leu

ES 2 699 648 T3

Pro

Thr

70

Asp

Cys

Ser

Arg

Pro

150

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

230

Cys

Ser

Asp

Ala

55

Val

His

Cys

Val

Thr

135

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

215

Pro

Leu

Asn

Ser

40

val

Pro

Lys

val

Phe

120

Pro

val

Thr

vVal

Cys

200

Ser

Pro

val

Gly

Asp
280

91

Leu

Ser

Pro

Glu

105

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

185

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

265

Gly

Gln

Ser

Ser

90

Cys

Phe

Val

Phe

Pro

170

Thr

Val

Thr

Gly
250

Pro

Ser

Ser

Asn

75

Asn

Pro

Pro

Thr

Asn

155

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

235

Phe

Glu

Phe

Ser

60

Phe

Thr

Pro

Pro

Cys

140

Trp

Glu

val

Asn

Gly

220

Glu

Tyr

Asn

Phe

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Lys

125

val

Tyr

Glu

His

Lys

205

Gln

Met

Pro

Asn

Leu
285

Leu

Thr

Val

Pro

110

Pro

Val

Val

Gln

Gln

190

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

270

Tyr

Tyr

Gln

Asp

95

Ala

Lys

Val

Asp

Phe

175

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

255

Lys

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Asp

Asp

Gly

160

Asn

Trp

Pro

Glu

Agn

240

Ile

Thr

Lys



10

15
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Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys

290

295

300

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu

305 310

Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325

<210>72

<211>978

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 72

gectocacea
agoacagegy
tggaactcag
ggactctact
tacacctgea
aaatgttgtg
ctottoccee
gtggtggtgy
gtggaggtge
gtggtcageg
aaggtcteoca
cagccccgag
caggtceagee
gagagcaatg
ggotecttet
gtcttctcat

tocctgtote

agggcccate
cectgggety
gegetetgac
cccteoageay
acgtagatca
tcgagtgeoc
caaaacccaa
acgtgagcoca
ataatgcecaa
tcctcaccgt
acaaaggcct
aaccacaggt
tgacctgoct
ggcagccgga
tectetacag
gctcocogtgat

cgggtaaa

ggtoettoceoe
cctggtcaag
cageggegtg
cgtagtgacc
caagcccagce
accgtgcoca
ggacacccte
cgaagaceod
gacaaageoa
cgtgcaccag
ccecagccecec
gtacaccctg
ggtcaaagge
gaacaactac
caagctcace

goatgagget

<210>73

<211> 106

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 73

ctggegeoet
gactacttee
cacaccttec
gtgcecctcca
aacaccaagg
gcaccacctyg
atgatetcce
gaggtcocagt
cgggaggagce
gactggctga
atcgagaaaa
cccccatcec
ttetacceca
aagaccacac
gtggacaaga

ctgcacaacce

92

315

getecaggag
cegaaceggt
cggetgtect
gcaacttcgg
tggacaagac
tggoaggace
ggacecctga
tcaactggta
agttcaacag
acggcaagga
ccatctccaa
gggaggagat
gegacatege
cteocecatget

geaggtggea

actacacaca

caccteocgag
gacggtgteyg
acagtectea
cacccagacc
agttgagcge
gtocagtecttce
ggtcacgtge
egtggacgge
cacgtteogt
gtacaagtgc
aaccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactecogac

gcaggggaac

gaagageocte

320

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
8B40
900
860

878



10

Gly

Glu

Phe

Val

Lys
65

Ser

Glu

<210> 74
<211> 318
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 74

ggtcagecca

gccaacaagyg
gectggaagy
caaageaaca
tcecacagaa

gecectacag

Gln

Glu

Tyxr

Lys

50

Tyr

His

Lys

Pre Lys Ala

Leu Gln Ala
20

Preo Gly Ala
35

Ala Gly Val

Ala Ala Ser

Arg Ser Tyr
85

Thr Val Ala
100

ES 2 699 648 T3

Ala

Asn

Val

Glu

Ser

70

Ser

Pro

Pro

Lys

Thr

Thr

55

Tyr

Cys

Thr

aggctgecoce ctcocggtcact

ccacactggt gtgtctcata

cagatagecag ccccgtcaag

acaagtacge ggccageage

getacagetyg ccaggtcacy

aatgttea

Ser

Ala

Val

40

Thr

Leu

Gln

Glu

Val

Thr

25

Ala

Thr

Ser

Val

Cys
105

Thr Leu Phe
10

Leu Val Cys

Trp Lys Ala

Pro Ser Lys
60

Leu Thr Pro
75

Thr His Glu
90

Ser

ctgttcoccac cctcectetga

agtgacttct acccgggage

gogggagtygyg agaccaccac

tacetgagee tgacgectga

catgaaggga geacegtygga

93

Pro

Leu

Asp

45

Gln

Glu

Gly

ggagcttcaa

Pro

Ile

30

Ser

Ser

Gln

Ser

Ser
15

Ser

Ser

Asn

Trp

Thr
95

cgtgacagtg

accctccaaa

geagtggaag

gaagacagtyg

Ser

Asp

Pro

Asn

Lys
80

Val

60
120
180
240
300

318
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ES 2 699 648 T3

REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado, o parte de unidon a antigeno del mismo, que se une a 4-1BB humano, en el que dicho
anticuerpo, o parte de unién a antigeno comprende:

(a) una H-CDR1 como se expone en SEQ ID NO: 29;
(b) una H-CDR2 como se expone en SEQ ID NO: 30;
(c) una H-CDR3 como se expone en SEQ ID NO: 31;
(d) una L-CDR1 como se expone en SEQ ID NO: 34;
(e) una L-CDR2 como se expone en SEQ ID NO: 35; y
(f) una L-CDR3 como se expone en SEQ ID NO: 36;

2. El anticuerpo, o parte de union a antigeno del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que dicho
anticuerpo, o parte de unién a antigeno comprende una secuencia de aminoacidos de regidon V4 como se expone en
SEQ ID NO: 43.

3. El anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que dicho
anticuerpo, o parte de unién a antigeno comprende una secuencia de aminoacidos de region V. como se expone en
SEQ ID NO: 45.

4. El anticuerpo o parte de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende una
secuencia de aminoacidos de region V4 como se expone en SEQ ID NO: 43 y una secuencia de aminoacidos de
region Vi como se expone en SEQ ID NO: 45.

5. Un anticuerpo aislado que se une a 4-1BB humano, en el que dicho anticuerpo comprende una secuencia de
aminoacidos de cadena pesada como se expone en SEQ ID NO: 44 y comprende adicionalmente una secuencia de
aminoacidos de cadena ligera expuesta en SEQ ID NO: 46, opcionalmente en el que el resto de lisina C-terminal de
SEQ ID NO: 44 esté ausente.

6. El anticuerpo aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que es una IgG2.

7. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

8. El anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o la
composicion farmacéutica de la reivindicacion 7, para su uso en el tratamiento del crecimiento celular anémalo en un
sujeto.

9. El anticuerpo, o parte de union a antigeno del mismo, o la composicion farmacéutica, para el uso de la
reivindicacion 8, en el que, en el tratamiento, el anticuerpo o parte de union a antigeno del mismo, o la composicion
farmacéutica se administra en combinacion con uno o mas agentes terapéuticos o terapias adicionales.

10. El anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, o la composicién farmacéutica, para el uso de la
reivindicacion 9, en el que el agente terapéutico adicional es un agente inmunoterapéutico.

11. El anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, o la composicién farmacéutica, para el uso de la
reivindicacion 10, en el que el agente inmunoterapéutico es rituximab.

12. Una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un anticuerpo
o parte de union a antigeno del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

13. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacion 12.

14. Una célula huésped que comprende el vector de la reivindicacion 13.
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FIG. 5
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