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ES 2716823 T3

DESCRIPCION
Anticuerpos biespecificos para uso médico

La invencion se refiere a un nuevo uso médico de un anticuerpo biespecifico que no tiene ninguna porciéon Fc o la
tiene dafiada y que tiene un sitio de fijacion monovalente para un receptor de muerte y al menos un sitio de fijacion
para un antigeno de la superficie celular que se expresa sobre los linfocitos B, para la enfermedad autoinmunitaria
dependiente de linfocitos B.

Antecedentes de la invencion

CD95/Fas/Apo-1 es un receptor en la superficie celular capaz de inducir la muerte apoptdsica de las células humanas.
De un modo similar al ligando fisiologico de este receptor, CD95L, los anticuerpos agonistas contra CD95, pueden
inducir la apoptosis si la fijacion a CD95 se produce en un formato multimérico, p. €j., como la IgM pentamérica o la
IgG3 autoagregante. Como alternativa, los anticuerpos anti-CD95 pueden ser reconocidos por los receptores de Fc
de las células cercanas o por anticuerpos secundarios para conseguir la actividad agonista.

Dado que muchas células tumorales expresan el CD95, se ha perseguido vigorosamente el uso de los anticuerpos
anti-CD95 agonistas para el tratamiento de tumores después de la caracterizacion inicial de los anticuerpos
prototipicos contra CD95. Sin embargo, pronto resulté obvio que, al menos en la forma mas simple de aplicarles a los
pacientes los anticuerpos anti-CD95 agonistas o el CD95L recombinante, esta estrategia fracasa porque muchos tipos
de células normales expresan el CD95 funcional y pueden acabar siendo destruidas por los anticuerpos agonistas.

El CD20 es un marcador de los linfocitos B implicado en muchos linfomas y enfermedades autoinmunitarias, p. €j.,
esclerosis multiple (EM), artritis reumatoide (AR) y lupus sistémico eritematoso (LSE).

Los anticuerpos dirigidos contra CD20, el antigeno de superficie asociado a los linfocitos B, pueden actuar
selectivamente sobre los linfocitos B normales, asi como sobre los malignos. Se utilizan con éxito para el tratamiento
del linfoma y de la leucemia dependiente de los linfocitos B, y la enfermedad autoinmunitaria mediada por anticuerpos,
respectivamente. El rituximab (bajo los nombres comerciales Rituxan y MabThera) es un anticuerpo monoclonal
quimérico contra la proteina CD20. El rituximab destruye los linfocitos B y, por lo tanto, se utiliza para tratar las
enfermedades que se caracterizan por un nimero excesivo de linfocitos B, porhiperactividad de los linfocitos B o por
disfuncionalidad de los linfocitos B. Esto incluye muchos linfomas, leucemias, rechazo del trasplante y algunos
trastornos autoinmunitarios.

Sin embargo, el rituximab destruye inespecificamente las células que expresan el CD20 y se demostré que era
clinicamente eficaz en la EM, pero que esta comprometido por los efectos secundarios (p. €j., leucoencefalopatia
multifocal progresiva, LMP).

Se habia demostrado con anterioridad que los fragmentos F(ab'), biespecificos (bs-F(ab')z) con especificidad por CD95
y destinados a diferentes antigenos sobre las células de linfoma, tales como CD20 y CD40, inducen la apoptosis de
células que expresan el CD95 y el correspondiente antigeno destinatario. Pero no se destruian las células de linfoma
que expresaban el CD95 sin expresar el antigeno diana (Jung et al. Cancer Research 61, 1846-1848 (2001)).

Herrmann et al. (Cancer Research 68 (4): 1221-7 (2008)) valoraron la influencia del formato del anticuerpo y la
naturaleza del antigeno destinatario sobre la apoptosis selectiva mediada por el CD95 en las células tumorales.

Otz et al. (Adv. Exp. Med. Biol. 691: 797-798 (2011)) describen la estimulacion restringida a las células destinatarias
con el receptor de muerte CD95 (APO-1/Fas) con diferentes anticuerpos biespecificos CD20XCD95.

Wischhusen et al. (Journal of Neuroimmunology 162: 28-42 (2005)) describen la apoptosis mediada por el receptor de
muerte en las células de glioma maligno de humano a través de la modulacion ejercida por el sistema CD40/CD40L.
Los anticuerpos biespecificos CD40xCD95 destruyen de manera especifica las células de glioma, lo que revela la
propiedad del CD40 endégeno a la hora de facilitar la sefalizacion de muerte.

Silverman (Frontiers in Bioscience 12: 2194-2206 (2007)) explica el tratamiento con anti-CD20 y la enfermedad
autoinmunitaria. En este articulo, se proporciona una visién general de los experimentos clinicos de reciente
publicacion y se debaten las perspectivas inmunobioldgicas que son mas relevantes para conocer las oportunidades
y los desafios especiales que plantean estas enfermedades.

Li et al. (Arthritis & Rheumatism 52(2): 573-581 (2005)) describen una nueva funcion de CD40 en la apoptosis
dependiente de Fas que se observa en las células epiteliales en cultivo procedentes de pacientes con el sindrome de
Sjogren (SS), lo que sugiere que la muerte de las células epiteliales salivales del SS requiere la cooperacion tanto de
Fas como de CDA40.

Yonehara et al. (Cytokine and Growth Factor Reviews 13 (4-5): 393-402 (2002)) describen la preparacion del
anticuerpo monoclonal original contra el Fas humano con la actividad de muerte celular asociada y propone una
estrategia de uso terapéutico para las enfermedades autoinmunitarias y para otras enfermedades.
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La solicitud de patente internacional W02002/066516 describe anticuerpos que se pueden fijar a dos miembros
diferentes de la familia del factor de necrosis tumoral. Especificamente, la presente invencion da a conocer anticuerpos
que se fijan tanto al receptor TACI (que interacciona con el ligando ciclofilina modulador de calcio y activador
transmembranario) y el receptor del antigeno de maduracion de los linfocitos B (BCMA).

Tobon et al. (Autoinmunity Reviews 9: 224-228 (2010)) revisan los desenlaces clinicos de los pacientes con el
sindrome de Sjogren tratados para reducirles los linfocitos B, especificamente los tratamientos con anti-CD20, los
tratamientos con anti-CD22 y los tratamientos que actuan selectivamente sobre BAFF y APRIL.

Nalivaiko et al. (Molecular Therapy 24 (2): 298-205 (2016)) describen un anticuerpo biespecifico CD20XCD95
recombinante con una actividad superior contra los linfocitos B normales y malignos.

Daniel y Krammer (Journal of Immunology 152: 5623-5632 (2016)) describen que la activacion induce la sensibilidad
a la apoptosis mediada por APO-1 (CD95) en los linfocitos B de humano. Afirman que la apoptosis mediada por APO-
1 en las células activadas por Ag puede contribuir a la regulacién de la respuesta inmunitaria humoral.

Medina et al. (Eur. J. Immunol. 27: 700-706 (1997)) analizaron el efecto del Acm anti-CD95 sobre las células humanas
capaces de secretar Ig de manera espontanea y a alta velocidad. La adicion del Acm ant-CD95 CH11 a los linfocitos
B de la amigdala inhibi6 el 50-60% de la secrecién espontanea de Ig. Sus datos sugieren que la ligacion del CD95
podria intervenir en la respuesta humoral humana de control al inducir la apoptosis en los linfocitos B maduros
sensibles. La patente de los EE.UU. US2003/0232049A1 describe un reactivo multiespecfico para la estimulacion
selectiva de los receptores de la superficie celular. Se describe que las células cancerosas las destruyen los
anticuerpos biespecificos, que consisten en fragmentos de anticuerpo que fijan el antigeno en los que hay un primer
sitio de fijacion para un receptor de superficie celular, tal como un receptor de muerte, p. €j., CD95, y un segundo sitio
de fijacion para un antigeno destinatario de la misma célula, tal como CD20 o CD40.

Compendio de la invenciéon

El objetivo de la invencion es dar a conocer una inmunoterapia selectiva de una enfermedad o trastorno que depende
de los linfocitos B, especificamente, la enfermedad autoinmunitaria.

El objeto se resuelve mediante el contenido del tema que se reivindica.

De acuerdo con la invencion, se da a conocer un anticuerpo biespecifico para ser usado en el tratamiento o la
prevencion de una enfermedad autoinmunitaria mediada por los linfocitos B, en donde el anticuerpo es un Fab,
biespecifico que comprende dos fragmentos Fab con diferentes especificidades por un primer y un segundo antigenos,
o en donde el anticuerpo comprende:

- un fragmento Fab que comprende un primer sitio de fijacion para un primer antigeno;

- un fragmento scFv que comprende un segundo sitio de fijaciéon para un segundo antigeno; y

- un dominio de CH2, en donde el fragmento Fab y el fragmento scFv estan conectados a través del dominio CH2,
en donde el primer antigeno es CD95 y el segundo antigeno es CD20 o CD40.

Especificamente, se da a conocer un anticuerpo biespecifico, en donde el segundo antigeno es CD20.

Especificamente, la enfermedad autoinmunitaria mediada por los linfocitos B se selecciona del grupo que consiste en
lupus sistémico eritematoso, sindrome de Sjogren, esclerodermia, artritis reumatoide, artritis idiopatica juvenil,
enfermedad de injerto contra huésped, dermatomiositis, diabetes sacarina de tipo 1, tiroiditis de Hashimoto,
enfermedad de Graves, enfermedad de Addison, celiaquia, enfermedad de Crohn, anemia pernciosa, pénfigo vulgar,
vitiligo, anemia hemolitica autoinmunitaria, purpura trombocitopénica idiopatica, arteritis de células gigantes, miastenia
grave, esclerosis multiple (EM), preferiblemente EM con recaidas y remisiones (EMRR), glomerulonefritis, sindome
de Goodpasture, pénfigo vesicular, colitis ulcerosa, sindrome de Guillain-Barré, polineuropatia desmielinizante
inflamatoria crénica, sindrome antifosfolipidico, narcolepsia, sarcoidosis y granulomatosis de Wegener.

Especificamente, el sitio de fijacion del anticuerpo biespecifico para ser usado tal como se describe en la presente
memoria, que se fija al C20, comprende seis regiones determinantes de la complementariedad de los dominios
variables de anticuerpo (CDR1 a CDR6), en donde

A)
i) CDR1 comprende la secuencia de aminoacidos RASSSVSYM (SgQ ID 12);
ii) CDR2 comprende la secuencia de aminoacidos APSNLAS (SEQ ID 13);

iii) CDR3 comprende la secuencia de aminoacidos QQWSFNPPT (SEQ ID 14);
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iv) CDR4 comprende la secuencia de aminoacidos SYNMH (SEQ ID 16);
v) CDR5 comprende la secuencia de aminoacidos AlYPGNGDTSYNQKFKG (SEQID 17);y

vi) CDR6 comprende la secuencia de aminoacidos VVYYSNSYWYFDV (Sgq ID 18);
o
B) una variante funcionalmente activa del mismo, en donde al menos uno de

i) CDR1 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos RASSSVSYM (SeQ ID 12);

i) CDR2 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el70% con la
secuencia de aminoacidos APSNLAS (SEQ ID 13);

iii) CDR3 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos QQWSFNPPT (SEQ ID 14);

iv) CDR4 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos SYNMH (SEQ ID 16);

v) CDR5 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos AlYPGNGDTSYNQKFKG (SEQ D 17); y/o

vi) CDR6 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos VVYYSNSYWYFDV (SeQ ID 18).

Especificamente, el anticuerpo biespecifico para ser usado tal y como se describe en la presente memoria comprende
un dominio VL que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 11 y un dominio VH que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID 15, o una variante humanizada funcionalmente activa del mismo.

Especificamente, la variante humanizada del anticuerpo biespecifico para ser usado tal y como se describe en la
presente memoria comprende un dominio VL que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 19y un dominio
VH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 20.

Especificamente, el sitio de fijacion del anticuerpo para ser usado tal y como se describe en la presente memoria, que
se fija al CD95, comprende seis regiones determinantes de la complementariedad de los dominios variables de
anticuerpo (CDR1 a CDR6), en donde

A)

i) CDR1 comprende la secuencia de aminoacidos RASESVEYYGTSLMQ (SEQ ID 2);

ii) CDR2 comprende la secuencia de aminoacidos VASNVES (SEQ ID 3);

iii) CDR3 comprende la secuencia de aminoacidos QQSTKVPWT (SEQ ID 4);

iv) CDR4 comprende la secuencia de aminoacidos TNAMN (SEQ ID 6);

v) CDR5 comprende la secuencia de aminoacidos RIRSKSNNYATYYAESVKD (SEQ ID 7); y
vi) CDR6 comprende la secuencia de aminoacidos DGYY (SEQ ID 8);

)

B) una variante funcionalmente activa del mismo, en donde al menos una de

i) CDR1 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos RASESVEYYGTSLMQ (SEQ ID 2);

i) CDR2 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% conla
secuencia de aminoacidos VASNVES (SEQ ID 3);

iii) CDR3 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos QQSTKVPWT (SEQ ID 4);
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iv) CDR4 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene unaidentidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos TNAMN (SEQ ID 6);

v) CDR5 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos RIRSKSNNYATYYAESVKD (SEQ ID 7); y/o

vi) CDR6 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos DGYY (SEQ ID 8).

Especificamente, el anticuerpo biespecifico para ser usado tal y como se describe en la presente memoria comprende
un dominio VL que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 1 y un dominio VH que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID 5, o una variante humanizada funcionalmente activa del mismo.

Especificamente, la variante humanizada del anticuerpo biespecifico para ser usado tal y como se describe en la
presente memoria comprende un dominio VL que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 9 y un dominio
VH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 10.

Especificamente, el anticuerpo biespecifico para ser usado tal y como se describe en la presente memoria comprende
una secuencia de cadena ligera de SEQ ID 21 y una secuencia de cadena pesada de SEQ ID 22, o una variante
humanizada funcionalmente activa del mismo.

Especificamente, la variante humanizada del anticuerpo biespecifico para ser usada tal y como se describe en la
presente memoria comprende una secuencia de cadena ligera de SEQ ID 24 y una secuencia de cadena pesada de
SEQ ID 25.

Especificamente, el anticuerpo biespecifico para ser usado tal y como se describe en la presente memoria se fija a
CD20 con una Kd < 10 M y/o que se une a CD95 con una Kd < 108 M.

Segun una realizacién especifica de la invencion dada a conocer en la presente memoria, el anticuerpo biespecifico
descrito en la presente memoria se utiliza en una politerapia con otro tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria
mediada por linfocitos B, preferiblemente una politerapia con un tratamiento con citocinas o un tratamiento con otros
formatos de anticuerpo o agentes.

Especificamente, en la presente memoria se da a conocer un formato de anticuerpo biespecifico desprovisto de uma
porcién Fc activa que comprende un sitio de fijaciéon monovalente para un receptor de muerte y al menos un sitio de
fijacién para un antigeno de superficie celular expresado sobre los linfocitos B, para ser usado en el tratamiento o la
prevencion de un trastorno por linfocitos B autorreactivos.

Especificamente, el formato de anticuerpo comprende una estructura como la representada en la figura 1B.

En concreto el receptor de muerte se selecciona del grupo que consiste en CD95, los receptores de TRAIL y los
receptores del TNF, preferiblemente el CD95.

Especificamente, el antigeno de superficie celular se selecciona del grupo que consiste en CD20 y CD40,
preferiblemente CD20.

Segun una realizacion especifica, el formato comprende un sitio de fijacion monovalente que se fija especificamente
a CD95 y al menos un sitio de fijacion que se fija especificamente a CD20 o CD40.

Segun un aspecto especifico, eltrastorno por linfocitos B autorreactivos esta ocasionado por una respuesta inmunitaria
aberrante, excesiva o indeseada. Especificamente, la enfermedad a tratar esta ocasionada por linfocitos B normales
activados en vez de por linfocitos B malignos.

El uso del anticuerpo biespecifico tal y como se da a conocer en la presente memoria esta relacionado de manera
especifica con la lucha contra los linfocitos B autorreactivos y el tratamiento o la prevencion de los estados patoldgicos
relacionados con ellos. La leucemia y el linfoma derivados de linfocitos B, al igual que cualquier otro cancer, estan
asociados a una produccion excesiva de linfocitos B y a estados patoldgicos relacionados sin tener en cuenta la
especificidad ni reactividad de los linfocitos B. Por lo tanto, la prevencion y el tratamiento de tal leucemia, linfoma o
cancer queda especificamente excluido del tratamiento de la enfermedad dado a conocer en la presente memoria.

Especificamente, el trastorno por linfocitos B autorreactivos es un trastorno autoinmunitario, preferiblemente
seleccionado del grupo que consiste en lupus eritematoso sistémico, sindrome de Sjogren, esclerodermia, artritis
reumatoide, artritis idiopatica juvenil, enfermedad de injerto contra huésped, dermatomiositis, diabetes sacaina de tipo
1, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Graves, enfermedad de Addison, celiaquia, enfermedad de Crohn, anemia
perniciosa, pénfigo vulgar, vitiligo, anemia hemolitica autoinmunitaria, purpura trombocitopénica idiopatica, arteritis de
células gigantes, miastenia grave, esclerosis multiple (EM), preferiblemente EM con recaidas y remisiones (EMRR),
glomerulonefritis, sindrome de Goodpasture, pénfigo vesicular, colitis ulcerosa, sindrome de Guillain-Barré,
polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica, sindrome antifosfolipidico, narcolepsia, sarcoidosis y
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granulomatosis de Wegener.

Segun un aspecto especifico, el formato del anticuerpo biespecifico es una molécula recombinante que comprende al
menos 2 dominios de anticuerpo, preferiblemente al menos 3, 4, 5, 6, 7 u 8 dominios de anticuerpo y, optativamente,
una region bisagra. Un formato de anticuerpo biespecifico recombinante preferido esta representado en la figura 1B.
Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo pueden comprender o consistir en tales dominios de anticuerpo y region
bisagra, preferiblemente anticuerpos monoclonales, fragmentos de anticuerpos monoclonales y otros formatos de
anticuerpo monoclonal, que comprenden la secuencia de aminoacidos nativa o bien que comprenden una o varias
mutaciones de la secuencia de aminoacidos, la estructura terciaria y, optativamente, la glucosilacion, p. €j., para
mejorar la especificidad, la afinidad y/o la avidez de fijacion a una diana, o para mejorar la estabilidad del formato o
para incrementar la capacidad de produccion de la molécula recombinante.

Especificamente, los dominios de anticuerpo tienen su origen en los mamiferos, tal como roedor, p. €j., origen muring
o0 humano, o dominios de anticuerpo quiméricos o humanizados con origen en un mamifero diferente al humano, tal
como dominios de anticuerpo de camélidos o murinos humanizados.

El formato de anticuerpo biespecifico comprende especificamente al menos 2 sitios de fijacion formados por regiones
determinantes de la complementariedad (CDR), preferiblemente las CDR procedentes de los dominios de anticuerpo
seleccionados del grupo que consiste en VH y parejas de dominios VH/VL, preferiblemente al menos uno o dos
dominios VH y/o al menos una o dos parejas de dominios VH/VL.

Especificamente, el formato comprende al menos uno de un sitio de fijacion VH/VL y/o un sitio de fijacion scFv vy,
optativamente, al menos uno de un dominio constante de anticuerpo, especificamente un dominio CH1, CL, CH2 o
CHa3.

Segun una realizacion preferida, el formato comprende al menos una pareja de dominios de anticuerpo VH/VL vy al
menos un sitio de fijacion scFv, optativamente con cualquiera de los dominios constantes, que especificamente
incluyen los dominios CH2, CH1 y CL, que se utilizan preferiblemente como un conecbor entre los dominios variables
que incorporan los sitios de fijacion especificos.

Segun otra realizacion preferida, el formato comprende al menos dos dominios de anticuerpo VH Unicos,
preferiblemente dominios VHH unicos.

Especificamente, el formato se selecciona del grupo que consiste en scFv, una combinacién de un fragmento Fab o
F(ab') con uno o varios dominios variables de anticuerpo, F(ab', y combinaciones de los mismos, que emplean
preferiblemente al menos un dominio constante de anticuerpo a modo de conector.

Segun una realizacion especifica, el formato es una construccion que comprende o que consiste en

a) un fragmento Fab que consiste en una pareja de dominios VL/VH y una pareja de dominios CL/CH1, en donde el
fragmento Fab comprende el primer sitio de fijacion;

b) un scFv que consiste en los dominios de VH/VL unidos entre si; y
¢) un dominio CH2 que conecta el dominio CH1 del fragmento Fab de a) al dominio VH del scFv de b).

Segun otra realizacion especifica, se da a conocer un formato de anticuerpo biespecifico para ser usado tal y como
se describe en la presente memoria, que comprende o consiste en

- un fragmento Fab que comprende un primer sitio de fijacion para un primer antigeno;
- un fragmento scFv que comprende un segundo sitio de fijacion para un segundo antigeno; y

- un dominio CH2, en donde el fragmento Fab y el fragmento scFv estan conectados a través del dominio CH2, en
donde

a) el primer antigeno es CD95 y el segundo antigeno se selecciona de CD20 y CD40, preferiblemente CD20; o
b) el primer antigeno se selecciona de CD20 y CD40, preferiblemente CD20, y el segundo antigeno es CD95.

En concreto el sitio de fijacion que se fija a CD20 comprende seis regiones determinantes de la complementariedad
de los dominios variables de anticuerpo (CDR1 a CDRG6), en donde

A)
i) CDR1 comprende la secuencia de aminoacidos RASSSVSYM (sgqQ ID 12);

ii) CDR2 comprende la secuencia de aminoacidos APSNLAS (SEQ ID 13);
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iii) CDR3 comprende la secuencia de aminoacidos QQWSFNPPT (SEQID 14);
iv) CDR4 comprende la secuencia de aminoacidos SYNMH (SEQ ID 16);
v) CDR5 comprende la secuencia de aminoacidos AlYPGNGDTSYNQKFKG (SEQID 17);y

vi) CDR6 comprende la secuencia de aminoacidos VVYYSNSYWYFDV (SEQ ID 18);
o
B) una variante funcionalmente activa del mismo, en donde al menos uno de

i) CDR1 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos RASSSVSYM (SEQ ID 12), o al menos el 80% o al menos el 90%;

i) CDR2 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos APSNLAS (SEQ ID 13), o al menos el 80% o al menos el 90%;

iii) CDR3 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos QQWSFNPPT (SEQ ID 14), o al menos el 80% o al menos el 90%);

iv) CDR4 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos SYNMH (SEQ ID 16), o al menos el 80% o al menos el 90%;

v) CDR5 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos AIYPGNGDTSYNQKFKG (SEQID 17), o al menos el 80% o al menos el 90%; y/o

vi) CDR6 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos VVYYSNSYWYFDV (SEQ ID 18), o al menos el 80% o al menos el 90%.

Especificamente, se contempla en la presente memoria el uso de cualquier formato de anticuerpo que comprende un
sitio de fijacion a CD20 procedente de las secuencias A i) a vi) de mas arriba, p. €j., las secuencias de CDR1, CDR2
y CDR3 de la region variable de la cadena ligera y/o las secuencias de CDR4, CDR5 y CDR®6 de la region variable de
la cadena pesada, incluidas las construcciones que comprenden dominios variables Unicos que comprenden
cualquiera de la combinacion de las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3, o la combinacion de las secuencias de
CDR4, CDR5 y CDR®, o parejas de tales dominios variables unicos, p. €j. VH, VHH o las parejas de los daminios
VH/VL.

Las realizaciones especificas se refieren al formato de anticuerpo que comprende al menos una de las secuencias de
CDR de A, preferiblemente al menos dos o al menos tres, y al menos una de las secuencias de CDR de B.

Otras realizaciones especificas se refieren al formato de anticuerpo que comprende al menos una de las secuencias
de CDR de B, preferiblemente al menos dos o al menos tres, y al menos una de las secuencias de CDR de A.

La realizaciones especificas se refieren al uso de unaregion variable de la cadena ligera que comprende la secuencia
de CDR1 de A i), la secuencia de CDR2 de A ii) y la secuencia de CDR3 de A iii), y una region variable de la cadena
pesada que comprende la secuencia de CDR4 de A iv) o B iv), la secuencia de CDR5 de A v) o B v) y la secuencia de
CDRG6 de A vi) o B vi), en donde al menos una de las secuencias de CDR4, CDR5 y CDR6 comprende una variante
funcionalmente activa de B.

Otras realizaciones especificas se refieren al uso de una region variable de la cadena pesada que comprende la
secuencia de CDR4 de A iv), la secuencia de CDR5 de A v) y la secuencia de CDR®6 de A vi), y una region variable de
la cadena ligera que comprende la secuencia de CDR1 de A i) o B i), la secuencia de CDR2 de A ii) o Biii) y la
secuencia de CDR3 de A iii) o B iii), en donde al menos una de las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 comprende
una variante funcionalmente activa de B.

Una variante de B comprende optativamente la secuencia especifica de CDR como la que se recogeen la lista, que
contiene una, dos o tres mutaciones puntuales, p. €j., por insercion, delecion, sustitucion o modificacion quimica de
un resto de aminoécido.

Las variantes de un aglutinador de CD20 se consideran variantes funcionalmente activas si se fijan a CD20,
especificamente a CD20 de humano, especificamente con una gran afinidad, p. €j., con una Kd < 108 M.

Otras variantes funcionalmente activas tienen actividad funcional que actua selectivamente sobre los linfocitos B
activados, p. €j., la actividad apoptdsica, segin se determina en una prueba que se describe en los ejemplos.

Segun una realizacién especifica, el formato de anticuerpo comprende un dominio VL que comprende o consiste en
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la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 11 y/o un dominio VH que comprende o consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID 15, o variantes funcionalmente activas del mismo.

Especificamente, la variante es una variante humanizada que comprende un dominio VL que comprende o consiste
en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 19 y/o un dominio VH que comprende o consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID 20, o una variante funcionalmente activa del mismo.

Especificamente, el sitio de fijacion que se fija a CD95 comprende seis regiones determinantes de la
complementariedad de los dominios variables de anticuerpo (CDR1 a CDR6), en donde

A)

i) CDR1 comprende la secuencia de aminoacidos RASESVEYYGTSLMQ (SEQ ID 2);

ii) CDR2 comprende la secuencia de aminoacidos VASNVES (SEQ ID 3);

iii) CDR3 comprende la secuencia de aminoacidos QQSTKVPWT (SEQ ID 4);

iv) CDR4 comprende la secuencia de aminoacidos TNAMN (SEQ ID 6);

v) CDR5 comprende la secuencia de aminoacidos RIRSKSNNYATYYAESVKD (SEQ ID 7); y

vi) CDR6 comprende la secuencia de aminoacidos DGYY (SEQ ID 8);
o
B) una variante funcionalmente activa del mismo, en donde al menos uno de

i) CDR1 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos RASESVEYYGTSLMQ (SEQ ID 2), o al menos el 80% o al menos el 90%;

i) CDR2 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos YVASNVES (SEQ ID 3), o al menos el 80% o al menos el 90%;

iii) CDR3 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos QQSTKVPWT (SEQ ID 4), o al menos el 80% o al menos el 90%;

iv) CDR4 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos TNAMN (SEQ ID 6), o al menos el 80% o al menos el 90%;

v) CDR5 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos RIRSKSNNYATYYAESVKD (SEQ ID 7), o al menos el 80% o al menos el 90%; y/o

vi) CDR6 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos DGYY (SEQ ID 8), o al menos el 80% o al menos el 90%.

Se contempla especificamente en la presente memoria el uso de cualquier formato de anticuerpo que comprende un
sitio de fijacion de CD95 derivado de las secuencias A i) a vi) de mas arriba, p. €j., las secuencias de CDR1, CDR2 y
CDRa3 de la region variable de la cadena ligera y/o las secuencias de CDR4, CDR5 y CDR®6 de la region variable de
la cadena pesada, que incluyen las construcciones que comprenden dominios variables Unicos que comprenden
cualquiera de las combinaciones de las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3, o la combinacién de ks secuencias de
CDR4, CDR5 y CDRS6, o las parejas de tales dominios variables unicos, p. €j., VH, VHH o las parejas de dominios
VH/VL.

Las realizaciones especificas se refieren al formato de anticuerpo que comprende al menos una de las secuencias de
CDR de A, preferiblemente al menos dos o al menos tres, y al menos una de las secuencias de CDR de B.

Otras realizaciones especificas se refieren al formato de anticuerpo que comprende al menos una de las secuencias
de CDR de B, preferiblemente al menos dos o al menos tres, y al menos una de las secuencias de CDR de A.

Las realizaciones especificas se refieren al uso de una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia
de CDR1 de A i), la secuencia de CDR2 de A ii) y la secuencia de CDR3 de A iii), y una region variable de la cadena
pesada que comprende la secuencia de CDR4 de A iv) o B iv), la secuencia de CDR5 de A v) o B v) y la secuencia de
CDRG6 de A vi) o B vi), en donde al menos una de las secuencias de CDR4, CDR5 y CDR6 comprende una variarte
funcionalmente activa de B.

Otras realizaciones especificas se refieren al uso de una region variable de la cadena pesada que comprende la
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secuencia de CDR4 de A iv), la secuencia de CDR5 de A v) y la secuencia de CDRG6 de A vi), y una region variable de
la cadena ligera que comprende la secuencia de CDR1 de A i) o B i), la secuencia de CDR2 de A ii) o Bii) y la
secuencia de CDR3 de A iii) o B iii), en donde al menos una de las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 comprende
una variante funcionalmente activa de B.

Una variante de B comprende optativamente la secuencia de CDR especifica tal y como esta en la lista, que contiene
una, dos o tres mutaciones puntuales, p. €j., por insercion, delecion, sustitucion o modificaciéon quimica de un resto de
aminoacido.

Las variantes de una molécula que se fija a CD95 se consideran variantes funcionalmente activas si la fijacion a CD95,
especificamente al CD95 de humano, en particular con una gran afinidad, p. ej., con una Kd < 108 M.

Otras variantes funcionalmente activas tienen actividad funcional que actia selectivamente sobre los linfocitos B
activados, p. €j., la actividad apoptdsica, segun se determina en una prueba como la descrita en los ejemplos.

Segun una realizacion especifica, el formato de anticuerpo comprende un dominio VL que comprende o consiste en
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 1 y/o un dominio VH que comprende o consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID 5, o variantes funcionalmente activas de los mismos.

Especificamente, la variante es una variante humanizada que comprende un dominio VL que comprende o consiste
en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 9 y/o un dominio VH que comprende o consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID 10, o una variante funcionalmente activa de la misma.

Segun una realizacion especifica, el formato de anticuerpo comprende o consiste en una secuencia de la cadena
ligera de SEQ ID 21 y una secuencia de la cadena pesada de SEQ ID 22, o variantes funcionalmente activas de los
mismos.

Especificamente, la variante es una variante humanizada que comprende un dominio VL que comprende o consiste
en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 24 y/o un dominio VH que comprende o consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID 25, o una variante funcionalmente activa de la misma.

El formato del anticuerpo biespecifico descrito en la presente memoria comprende especificamente secuencias
murinas, quiméricas, humanizadas y/o humanas.

Preferiblemente, el formato del anticuerpo biespecifico se fija a un antigeno seleccionado de CD20 y CDA40,
preferiblemente CD20, con una Kd < 10 M y/o se fija a CD95 con una Kd < 108 M.

Una construccion de ejemplo es una cadena Unica de Fab biespecifico recombinante (bsFabXsc) con especificidad
por CD20XCD95 que se describe esquematicamente en la figura 1B. Se denomina NA-C20.

Especificamente, el formato carece de una porcidon Fc o comprende una porcién Fc manipulada genéticamente para
inactivar o reducir su funcién efectora de Fc, preferiblemente mediante una o varias mutaciones en la porcién Fc. Las
mutaciones de ejemplo para la reduccion de la funcion efectora de Fc se encuentran en la region de fijacion al receptor
Fcy del fragmento Fc del anticuerpo, preferiblemente en la regiéon del extremo amino de CH2. Se pueden hacer las
mutaciones por ingenieria molecular y/o ingenieria quimica. Las mutaciones preferidas son mutaciones puntuales en
la secuencia de aminoacidos, p. €j., inserciones y/o deleciones y/o sustituciones. Otras mutaciones preferidas son por
modificacién quimica de los aminoacidos.

La inactivacion o reduccion de la funcién efectora de Fc se puede determinar mediante un ensayo idéneo para
determinar la actividad de ADCC y/o CDC debida al formato de anticuerpo. Los resultados se comparan con la
actividad de la correspondiente molécula de tipo silvestre.

Especificamente, el formato puede derivarse de un anticuerpo de la clase IgG, en particular, cualquiera de las
subclases de IgG1, 1IgG2 o IgG4, que comprende especificamente las secuencia procedentes de un anticuerpo de tipo
IgG de humano.

Especificamente, el formato puede derivarse de un anticuerpo de tipo IgG de humano.

Segun una realizacion especifica, el formato de anticuerpo biespecifico descrito en la presente memoria se da a
conocer para ser usado en una politerapia con otro tratamiento de un trastorno por linfocitos B autorreactivos,
preferiblemente una politerapia con tratamiento con citocinas, tal como interferén, en particular el interferon 3, o el
tratamiento con cualquier otro formato de anticuerpo o agentes.

Especificamente, el formato de anticuerpo biespecifico para ser usado segun esta descrito en la presente memoria se
administra a un sujeto que lo necesita en una cantidad terapéuticamente eficaz, preferiblemente dado a conocer en
una formulacion para el uso parenteral, p. €j., formulacion intravenosa o subcutanea, en particular en una preparacion
farmacéutica que comprende el formato de anticuerpo y, optativamente, un vehiculo o excipiente farmacéuticamente
aceptable.
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Segun un aspecto especifico, se da a conocer un método para el tratamiento o la prevencion de un trastorno por
linfocitos B autorreactivos que comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz
del formato de anticuerpo biespecifico desprovisto de una porcién Fc activa que comprende un sitio de fijacion
monovalente para un receptor de muerte y al menos un sitio de fijacion para un antigeno de superficie celular
expresado en los linfocitos B.

Especificamente, tal método para el tratamiento o la prevencién de un trastorno por linfocitos B autorreactivos se
caracteriza por las realizaciones relacionadas con el uso médico, tal y como se describe en la presente memoria.

Segun otro aspecto especifico, se da a conocer un método para el tratamiento de los linfocitos B autorreactivos, que
comprende poner en contacto dichas células con una composicién que comprende el formato de anticuerpo
biespecifico descrito en la presente memoria. Tal método de tratamiento puede ser in vivo o ex vivo.

Especificamente, el formato de anticuerpo biespecifico tiene por diana un receptor de muerte y un antigeno de
superficie celular que se expresan en dichas células, gracias a lo cual se inhibe la produccion de IgG desde dichas
células y, optativamente, se consigue la apoptosis de dichas células.

Figuras

Figura 1: Descripcion esquematica de dos formatos de anticuerpo de ejemplo: Dos formatos diferentes de anticuerpos
biespecificos CD20XCD95 para la estimulacion selectiva del receptor de muerte CD95 de la superficie de los linfocitos
B normales, activados o malignos que expresan tanto CD20 como CD95.

Figura 1A: fragmento (Fab'), biespecifico hibridado quimicamente (también denominado en la presente memoria
bsFab,). Los fragmentos Fab; biespecificos se prepararon tal y como esta descrito en Jung et al. Eur. J. Immunol. 21:
2431, 1991. Los anticuerpos originales que se utilizaron para la hibridacion quimica fueron el anticuerpo anti-CD20
rituximab (Roche) autorizado para el tratamiento del linfoma maligno derivado de los linfocitos B y el anticuerpo anti-
CD95 Apo-1 purificado del sobrenadante de las células de hibridoma cultivadas. Como alternativa, el anticuerpo Apo-
1 se puede comprar a eBioscience, San Diego, CA 92121, en su forma purificada (BMS151).

Figura 1B: cadena unica de Fab biespecifico recombinante (también denominado en la presente memoria bsFabXsc
o NA-C20). NA-C20 contiene un Fab, que esta conectado a un scFv por medio de un dominio CH2 monomeérico que
actla de conector.

La secuencia de este formato de anticuerpo, que incluye la de los anticuerpos contra CD20 (2H7, murino y humanizado)
y contra CD95 (murino y humanizado) se dan a conocer en la figura 9E. La construccion genética que codifica el
anticuerpo se transfecté de manera estable en las células Sp2/0 mediante el uso de las técnicas estandares. La
proteina se purificod desde los sobrenadantes de las células transfectadas mediante el uso de la cromatografia de
afinidad con seleccion por k, comprado a GE-Healthcare, Life Sciences, Friburgo, Alemania.

Figura 2: Expresion de CD95 en los linfocitos B de humano activados con 1 pg/ml de PWM.

Las células mononucleares de la sangre periférica (CMSP) de un donante sano normal, aisladas por centrifugacion en
gradiente de densidad, se incubaron con el mitégeno de la hierba carmesi (PWM, 1 pg/ml, Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Alemania) durante 6 dias y luego se lavaron. En los momentos indicados, las células se retiraron de los matraces de
cultivo y se analizaron mediante citometria de flujo. Con este fin, las células se tifieron con un anticuerpo contra CD19
o un anticuerpo de control de isotipo conjugado a azul pacifico, un anticuerpo contra CD95 conjugado a aloficocianina
(APC) y el colorante 7-aminoactinomicina D (7-AAD) para identificar con claridad las células viables. Se recogieron las
células viables que expresan CD19 y se las analiz6. Los anticuerpos se compraron a Biolegend, San Diego, CA92121.
Se obtuvieron perfiles brillantes con los perfiles oscuros de un control de isotipo con el anticuerpo contra CD95.

Conclusién: Aunque CD95 no es detectable en los linfocitos B en reposo, su expresion sube al cabo de 1 dia de
estimulacion con PWM, alcanza su maximo el dia tres y permanece alto hasta el dia 10 a pesar del lavado de las
células el dia 6.

Figura 3: Cinética de la produccién de IgG desde los linfocitos B activados con PWM.

Las CMSP normales se estimularon con PWM (1 pg/ml). Transcurridos determinados periodos de tiempo, se retiraron
alicuotas del sobrenadante de cultivo y se les analizé por ELISA el contenido de IgG de humano. La estimulacion de
las CMSP con el PWM (circulo relleno) induce la produccion de la IgG de humano. La produccién de anticuerpos se
vuelve detectable el dia 4 y sube continuamente hasta el dia 10. La medicién de la produccion de anticuerpos de las
CMSP sin estimular (circulo hueco) sirve de control.

Conclusién: La produccion de IgG se vuelve detectable después de 5 dias de estimulacion con PWM y sube
continuamente hasta el dia 10.

Figura 4: Reduccion de los linfocitos B CD19+ y de linfocitos T cooperadores/citoliticos naturales CD4+/CD8+ desde
las CMSP sin estimular
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Las CMSP sin estimular se incubaron durante 4 dias con los anticuerpos indicados (1 pg/ml), se lavaron y se analizaron
por citometria de flujo con un anticuerpo contra CD19 conjugado a azul pacifico, un anticuerpo contra CD4 conjugado
a isotiocianato de fluoresceina (FITC), un anticuerpo contra CD8 conjugado a la APC y el colorante de viabilidad 7-
AAD (Biolegend, San Diego, CA92121). EI NA-C20 es un anticuerpo biespecifico recombinante descrito en la figura
1B.

Conclusioén: Ninguno de los anticuerpos indicados afecta a los linfocitos T ni a los linfocitos B en los cultivos de las
CMSP sin estimular.

Figura 5: Reduccion de los linfocitos B CD19+ y de los linfocitos T cooperadores/citoliticos naturales CD4+/CD8+ de
las CMSP estimuladas

Las CMSP se estimularon durante 6 dias con el mitdgeno de la hierba carmesi (PWM, Sigma-Aldrich, 1 ug/ml), se
lavaron, y se incubaron durante 4 dias con los anticuerpos indicados (1 ug/ml). Las células se analizaron por citometria
de flujo el dia 10 tal y como se describe en la figura 4. EI NA-C20 es el anticuerpo biespecifico recombinante en el
formato bsFabXsc descrito en la figura 1B.

Conclusién: Los dos anticuerpos biespecificos CD20XCD95 inducen la reduccién de los linfocitos B en las CMSP
estimuladas con PWM. Los linfocitos T no se ven afectados. Se revela ineficaz un anticuerpo de control hibridado por
medios quimicos con especificidad por MycXCD95.

Figura 6: Supresion de la produccion de anticuerpos in vitro:

Las células mononucleares de la sangre periférica (CMSP) de humano se aislaron de sangre heparinizada por
centrifugacion en gradiente de densidad, se inocularon a 1 x 10° células/ml en placas de 6 pocillos y se estimularon
con una lectina (el mitégeno de la hierba carmesi (PWM, 1 pug/ml, Sigma Aldrich)). El dia 6, se lavaron las células y se
les afiadieron los anticuerpos indicados. El dia 10, la cantidad de IgG de humano en el sobrenadante se midié por
ELISA. ElI NA-C20 es el anticuerpo biespecifico recombinante en el formato bsFabXsc descrito en la figura 1B.

Conclusion: ambos anticuerpos biespecificos CD20XCD95 suprimen la produccion de IgG desde las CMSP humanas
estimuladas. Un anticuerpo de control hibridado por medios quimicos con especificidades de MycXCD95 no lo hace.

Figura 7: El anticuerpo biespecifico participd en la supresion de la sintesis de IgG in vitro inducida por el PMW. Las
células mononucleares de la sangre periférica (CMSP) de humano de tres donantes sanos diferentes (7A-7C) se
aislaron de la sangre heparinizada mediante centrifugacion en gradiente de densidad, se inocularon a 1 x 108
células/ml en placas de 6 pocillos y se estimularon con una lectina (el mitdgeno de la hierba carmesi (PWM, 1 pg/ml,
Sigma Aldrich)). El dia 6, se lavaron las células y se les afiadieron los anticuerpos F(ab'), biespecificos (a saber, el
formato de anticuerpo F(ab')z). El dia 10, se midié por ELISA la cantidad de IgG de humano en el sobrenadante. Los
anticuerpos biespecificos analizados eran los de especificidad selectiva CD20XCD95 (circulo relleno) o bien
CD40xCD95 (triangulos). A modo de comparacion, se analizd en paralelo un anticuerpo biespecifico (a saber, el
formato de anticuerpo F(ab')z) con una especificidad por una diana que no tienen ninguna relacion, a saber, la proteina
myc intracelular (MycXCD95) (circulo hueco).

Conclusion:

Los anticuerpos Fab; biespecificos con la especificidad CD20XCD95 o CD40xCD95 suprimen la produccion de 1gG
desde los linfocitos B activados de humano in vitro, pero los anticuerpos con la especificidad MycXCD95 no la suprimen.

Figura 8: Supresion de la produccion especifica de IgG contra la toxina del tétanos

Las CMSP de un donante recién vacunado con la toxina del tétanos se estimularon con la toxina del tétanos (25 ng/ml,
Calbiochem, Merck Darmstadt, Alemania) durante 4 dias, se lavaron, y se incubaron con los anticuerpos indicados (1
pg/ml) durante 8 dias. El dia 12, la cantidad de anticuerpos antitetanicos especificos se determiné por ELISA. El NA-
C20 es el anticuerpo biespecifico CD20XCD95 recombinante en el formato bsFabXsc descrito en la figura 1B.

Conclusion: El anticuerpo biespecifico CD20XCD95 recombinante NA-C20 y el anticuerpo anti-CD20 monoespecifico
Rituxan suprimen in vitro la producciéon de los anticuerpos especificos contra la toxina del tétanos. Han resultado
ineficaces los anticuerpos correspondientes con especificidades deseadas sin ninguna relacion dirigidos contra el
receptor de EGF (Erbitux) y un proteoglucano asociado al melanoma (NA-CMel), respectivamente.

Figura 9: Secuencia de formatos de anticuerpo de ejemplo a los que se hace referencia en los ejemplos.

Figura 9A: Secuencia de VL y VH de ratén (SEQ ID 1y 5, respectivamente) de un formato de anticuerpo con un sitio
de fijacion dirigido contra CD95, donde las secuencias de las CDR estan subrayadas (CDR1, CDR2, CDRS3 de la VL:
SEQID n.°¢ 2 a 4; CDR1, CDR2, CDR3 de la VH: SEQ ID n. °s 6 a 8).

Figura 9B: Secuencia de VL y VH (SEQ ID 9y 10, respectivamente) de un formato de anticuerpo con un sitio de fijacion
dirigido contra CD95 (humanizado), donde las secuencias de la CDR estan subrayadas.
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Figura 9C: Secuencia de VL y VH (SEQ ID 11 y 15, respectivamente) de un formato de anticuerpo con un sitio de
fijacién dirigido contra CD20 (murino, procedente del anticuerpo 2H7 que se describe en Liu et al. The Journal of
Immunology 139, 3521-3526 (1987), acceso al NCBI M17953 y M17954), la secuencia de las CDR esta subrayada
(CDR1, CDR2, CDR3 de VL: SEQ ID 12 a 14; CDR1, CDR2, CDR3 de VH: SEQ ID 16 a 18).

Figura 9D: Secuencia de VL y VH (SEQ ID 19 y 20, respectivamente) de un formato de anticuerpo con un sitio de
fijacion dirigido contra CD20 (humanizado, derivado del anticuerpo 2H7), donde las secuencias de las CDR estan
subrayadas.

Figura 9E: formatos de anticuerpo biespecifico CD95XCD20 de ejemplo, versiones quiméricas y humanizadas: SEQ
ID 21: cadena ligera de la version quimérica; SEQ ID 22: cadena pesada de la version quimérica; SEQ ID 23: secuencia
conectora; SEQ ID 24: cadena ligera de la version humanizada; SEQ ID 25: cadena pesada de la versiéon humanizada.

Descripcion detallada de la invenciéon

El término «formato de anticuerpo», tal y como se utiliza en la presente memoria, se referira a los polipéptidos o
proteinas que consisten en o comprenden dominios de anticuerpo, que se sabe que son dominios constantes y/o
variables de las cadenas pesada y/o ligera de las inmunoglobulinas. La definicion hace referencia de manera
especifica a los dominios de las cadenas ligera y pesada de la region variable (tales como dAb, Fd, VL, Vk, VH, VHH)
y la regién constante o los dominios individuales de un anticuerpo intacto, tales como CH1, CH2, CH3, CH4, Cl y Ck.
Vk o VI se entienden como VL, el dominio variable de la cadena ligera, k o A; de igual forma, Cl o Ck es el dominio CL
K 0 A. Se entiende expresamente que una referencia a un dominio de anticuerpo tal y como se utiliza en la presente
memoria se refiere a cualquier tipo o variante de tal dominio de anticuerpo. Asi pues, cualquier referencia a un dominio
VH, tal y como se utiliza en la presente memoria, se entiende que abarca cualquier tipo de dominio VH, que incluye el
VHH.

Los dominios de anticuerpo pueden ser de estructura nativa o pueden estar modificados por mutagénesis o
modificacién quimica, p. €j., para modificar las propiedades de fijacién al antigeno o cualquier otra propiedad, tal como
las propiedades funcionales o de estabilidad, tales como la fijacién a los receptores de Fc FcRn y/o al receptor Fcy.
Las secuencias polipeptidicas se considera que son dominios de anticuerpo, si comprenden una estructura en barril
que consiste en al menos dos hojas B de una estructura del dominio de anticuerpo conectadas por una secuencia de
lazo.

El término «formato de anticuerpo» se referira especificamente a los polipéptidos o proteinas que pueden exhibir
propiedades de fijacién mono-, bi- o multiespecificas, o mono-, bi- o multivalentes, preferiblemente al menos dos, mas
preferiblemente al menos tres, sitios de fijacion especificos para los epitopos de, p. €j., antigenos, moléculas efectoras
o estructuras con un origen patégeno o de estructura humana, como los autoantigenos que incluyen proteinas
asociadas a células o proteinas séricas. El término formato de anticuerpo para ser usado tal y como se describe en la
presente memoria incluye anticuerpos de longitud completa o fragmentos funcionales de un anticuerpo, tal como Fab
(en la presente memoria se entiende que incluye Fab, F(ab) o F(ab')), (Fab')z, scFv u otro dimero de cadena unica, p.
ej., de dominios CH1/CL (k o A), Fv, dimeros como VH/VL, CH1/CL, CH2/CH2, CH3/CH3 u otros derivados o
combinaciones de los mismos, p. €j., cadenas Unicas de parejas de dominios de anticuerpo o cadenas de dominios
de anticuerpo unidas las unas a las otras por un conector o una region bisagra, especificamente un formato de
anticuerpo como el descrito en la figura 1B.

Un anticuerpo digerido por la papaina produce tres fragmentos: dos fragmentos Fab y un fragmento Fc. El término
«Fab» se entiende en la presente memoria que incluye Fab, F(ab) o F(ab'), que puede o no incluir una region bisagra.
El fragmento Fab o F(ab') es una estructura de anticuerpo que se sigue uniendo al antigeno, pero que es monovalente
y sin ninguna porcién Fc. Segun una realizacion preferida, se da a conocer un formato de anticuerpo que comprende
un fragmento Fab, que comprende la pareja de dominios VH/VL y otros dos dominios constantes de anticuerpo, p. €j.,
CLy CH1.

Los anticuerpos de fragmentos F(ab'), se generan mediante la digestion con pepsina de los anticuerpos enteros de
tipo IgG para retirar la mayor parte de la region Fc al mismo tiempo que se deja intacta parte de la region bisagra. Los
fragmentos F(ab'), tienen dos porciones F(ab') de fijacion al antigeno unidas entre si'y, por lo tanto, son divalentes.

Se prefiere que el formato de anticuerpo descrito en la presente memoria comprenda al menos dominios variables
para mantener los al menos dos sitios de fijacion especificos; y al menos uno, preferiblemente al menos 2, o al menos
tres, dominios constantes.

El término «formato de anticuerpo» incluira de manera especifica formatos de anticuerpo aislados, que en la presente
memoria se entiende que estan sustancialmente libres de otros formatos de anticuerpo dirigidos contra diferentes
antigenos diana o que comprenden una disposicion estructural diferente de los dominios de anticuerpo. Ain mas, un
formato de anticuerpo aislado para ser usado tal y como se describe en la presente memoria puede estar comprendido
en una preparacion de combinacion, que contiene una combinacién del formato de anticuerpo aislado, p. €j., con al
menos otro formato de anticuerpo, tal como anticuerpos monoclonales o fragmentos de anticuerpo que tienen
diferentes especificidades.
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El formato de anticuerpo, tal y como se utiliza en la presente memoria, puede ser un formato de anticuerpo biespecifico
recombinante, en donde el término incluye todos los formatos de anticuerpo que se preparan, expresan, crean o aislan
por medios recombinantes, tales como los anticuerpos que se originan de animales, p. €j., mamiferos que incluyen los
humanos, que comprende genes o secuencias de diferente origen, p. €j., anticuerpos humanizados o anticuerpos
procedentes de hibridoma. Otros ejemplos se refieren a formatos de anticuerpo aislados de una célula hospedadora
transformada para que exprese el formato de anticuerpo o los formatos de anticuerpo aislados de una colecciéon
combinatoria recombinante de anticuerpos o de dominios de anticuerpo, o los formatos de anticuerpo preparados,
expresados, creados o aislados por cualquier otro medio que implica el ayuste de secuencias del gen de los
anticuerpos a otras secuencias de ADN.

Se entiende que el término «formato de anticuerpo» incluye los derivados de los mismos. Un derivado es cualquier
combinacion de uno o varios dominios de anticuerpo o formatos de anticuerpo descritos en la presente memoria y/o
una proteina de fusién, en la que cualquier dominio del formato de anticuerpo descrito en la presente memoria puede
estar fusionado en cualquier posicién de una u varias proteinas adicionales, tales como otros anticuerpos o formatos
de anticuerpo, p. €j., una estructura de fijacién que comprende lazos de CDR, un polipéptido del receptor, pero también
ligandos, andamios proteicos, enzimas, toxinas y similares.

Un derivado del anticuerpo modular descrito en la presente memoria también se puede obtener por la asociaciéon o
fijacion a otras sustancias mediante diferentes técnicas quimicas, tales como la conjugacion covalente, interaccion
electrostatica, formacion de puentes disulfuro, etc. Las otras sustancias fijadas a las inmunoglobulinas pueden ser
lipidos, glucidos, acidos nucleicos, moléculas organicas e inorganicas, o cualquier combinacion de las mismas (p. €j.,
PEG, profarmacos o farmacos). El término derivado también incluye fragmentos, variantes, analogos u homoélogos de
formatos de anticuerpo, que son funcionales y pueden servir de equivalentes funcionales, p. €j., fijacion a las dianas
especificas y con propiedades funcionales, tales como actividad inhibidora de IgG o actividad apoptdsica. Los
derivados preferidos siguen siendo funcionales con respecto a la fijacion al antigeno, a la actividad apoptdsica y/o a
la actividad para inhibir la produccion de IgG desde los linfocitos B autorreactivos.

El término «porcion Fc activa», tal y como se utiliza en la presente memoria, se referira a un fragmento Fc de un
anticuerpo que comprende al menos dos, preferiblemente al menos cuatro dominios constantes de anticuerpo, p. €;j.,
dominios de anticuerpo CH2 y CH3, o modificaciones, derivados, combinaciones o partes de los dominios constantes
de anticuerpo que siguen siendo funcionales respecto a la funcién efectora de Fc. La funcion efectora de Fc se entiende
del siguiente modo. Los anticuerpos que comprenden una porcion Fc activa le confieren tipicamente actividad
citotoxica. Cuando se fijan a un antigeno, la porcién Fc participa en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(CCDA) y/o en la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) mediante su actividad sobre las células efectoras,
lo que da lugar a la activacion de los linfocitos T citotdxicos o de las células que intervienen en la CCDA o la CDC. Por
lo tanto, las porciones Fc funcionalmente activas se fijan a las células efectoras a través de un sitio de fijacion del
receptor Fcy (FCGR).

Los formatos de anticuerpo dados a conocer en la presente memoria estan desprovistos de una porcién Fc activa, con
lo que se componen de dominios de anticuerpo que no tienen un sitio de fijacion del FCGR, lo que incluye de manera
especifica cualquier formato de anticuerpo desprovisto de una cadena de los dominios CH2 y CH3, o bien comprenden
una porcion Fc que carece de la funcion efectora de Fc, p. €j., por modificaciones para reducir las funciones efectoras
de Fc, en particular para anular o reducir la actividad de CCDA y/o CDC. Tales modificaciones pueden efectuarse
mediante mutagénesis, p. €j., mutaciones en el sitio de fijacion de FCGR o mediante derivados o agentes que
interfieren con la actividad de CCDA y/o CDC de un formato de anticuerpo, para conseguir la reduccion de una funcién
efectora de Fc o la ausencia de la funcién efectora de Fc, que tipicamente se entiende que se refiere a una funciéon
efectora de Fc de menos del 10% del formato sin modificar (el tipo silvestre), preferiblemente de menos del 5%, segun
se mide por la actividad de la CCDA y/o CDC. Los ejemplos especificos se refieren a formatos de anticuerpo que
comprenden una region Fc, en la que se han hecho una o varias alteraciones para cambiar las propiedades funcionales
o farmacocinéticas de los anticuerpos, p. €j., por sustituciones en uno o varios de los restos de aminoacidos localizados
en la region Fc responsable de intervenir en la funcion efectora de Fc, p. €j., mutaciones en la region del extremo
amino del dominio CH2.

El término «linfocito B autorreactivo» y «trastorno por linfocitos B autorreactivos», tal y como se utiliza en la presente
memoria, se entienden del modo explicado a continuacién. Los linfocitos B autorreactivos forman parte del repertorio
de linfocitos B indiferenciados y son capitales en la patogenia de las enfermedades autoinmunitarias, no solo por
producir autoanticuerpos, sino también por secretar citocinas y por presentar autoantigenos. Un trastorno por linfocitos
B autorreactivos se pretende que haga referencia a una situacion patolégica que se puede mejorar mediante la
administracion de una composicion farmacéutica que comprende un formato de anticuerpo descrito en la presente
memoria. En las enfermedades asociadas a un trastorno por linfocitos B autorreactivos, como las enfermedades
autoinmunitarias provocadas por los linfocitos B, hay tipicamente una seleccion negativa aberrante y la activacion de
linfocitos B autorreactivos.

Las enfermedades autoinmunitarias se entiende de manera especifica que son trastornos que surgen de reacciones
dirigidas contra los propios tejidos u érganos de un sujeto, tipicamente reacciones de anticuerpos con autoantigenos.
Entre los diferentes marcadores clinicos y de laboratorio que indican las enfermedades autoinmunitarias, se
encuentran la hipergammaglobulinemia, la concentracion elevada de autoanticuerpos, los depdsitos de complejos
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entre antigeno y anticuerpo en los tejidos, el beneficio clinico de los tratamientos con corticosteroides o
inmunodepresores, y los agregados de células linfociticas en los tejidos afectados.

El formato de anticuerpo dado a conocer en la presente memoria permite la modulacién del repertorio de linfocitos B
para reducir la autorreactividad de los linfocitos B. La modulacién es mas especifica que la conseguida con los
anticuerpos monoespecificos, ya que solo se ven afectados los linfocitos B activados que expresan el CD95 y no los
linfocitos B en reposo que carecen de él. Se podia demostrar que el formato de anticuerpo dado a conocer en la
presente memoria indujo la apoptosis de los linfocitos B activados, suprimia adicionalmente la produccion de IgG
inducida por la activacion, e inhibia la sintesis de IgG de los linfocitos B activados. Asi pues, los linfocitos B
autorreactivos que producen anticuerpos de tipo IgG dirigidos contra las dianas autoinmunitarias, tales como los
autoantigenos, se pueden reducir de manera eficaz.

Mediante el formato de anticuerpo biespecifico dado a conocer en la presente memoria, de manera especifica los
biespecificos CD20XCD95, podian actuar selectivamente y retirar no solo los linfocitos B malignos, sino también los
linfocitos B normales (benignos) activados que expresan el receptor de muerte CD95. En cambio, no actuaban contra
los linfocitos B en reposo, y no se pudo observar ningun efecto con tales linfocitos B normales. Esto indica que los
linfocitos B activados dependen de CD95 para someterse a la muerte celular apoptésica después de la incubacién con
los anticuerpos biespecificos CD20XCD95 de la clase descrita.

La reduccion de los linfocitos B activados suprime la produccion de anticuerpos. Esto era sorprendente porque las
células productoras de anticuerpos diferenciadas a término, a saber, células plasmaticas, no expresan el CD20. La
supresion de los precursores activados de los linfocitos B es obviamente suficiente para suprimir la produccion de
anticuerpos.

Se prefiere la supresion de la produccion de anticuerpos debida a los formatos de anticuerpo biespecifico dados a
conocer en la presente memoria frente al uso de los anticuerpos contra CD20 monoespecificos consolidados, como
el rituximab (Rituxan®), que retira todos los linfocitos B que expresan el CD20, sin diferenciar los linfocitos B
autorreactivos o activados de los linfocitos B normales o en reposo.

El término «sitio de fijacion», tal y como se utiliza en la presente memoria con respecto a un anticuerpo o formato de
anticuerpo descrito en la presente memoria, se refiere a una estructura molecular capaz de interaccionar al fijarse con
un antigeno. Tipicamente, el sitio de fijacion esta localizado dentro de la regiéon determinante de la complementariedad
(CDR) de un anticuerpo, también denominado en la presente memoria «un sitio de fijacién de CDR», que es una regién
especifica con diferentes estructuras que confieren la funcidon de fijacién a diferentes antigenos. Las diferentes
estructuras pueden derivarse de repertorios naturales de anticuerpos, p. €j., repertorios murinos o humanos, o se
pueden producir por medios recombinantes o sintéticos, p. ej., mediante mutagénesis y de manera especifica mediante
técnicas de aleatorizacion. Estas incluyen regiones CDR mutagenizadas, regiones de lazos de dominios variables de
anticuerpo, especificamente, lazos de CDR de anticuerpos, tales como los lazos de CDR1, CDR2 y CDR3 de
cualquiera de los dominios VL y/o VH de anticuerpo. El formato de anticuerpo para ser usado tal y como esta descrito
en la presente memoria comprende tipicamente uno o varios sitios de fijacion de CDR, cada uno especifico de un
antigeno.

El término «especifico» o «biespecifico», tal y como se utiliza en la presente memoria, se referira a una reaccién de
fijacion que es determinante del ligando semejante de interés en una poblacion heterogénea de moléculas. Asi pues,
en las condiciones escogidas, p. €j., condiciones de inmunoensayo, el formato de anticuerpo que se fija de manera
especifica a su diana concreta no se fija en una cantidad significativa a otras moléculas presentes en una muestra.

Lo tipico es que un sitio de fijacion especifico no produzca una reaccién cruzada con otras dianas. Aun asi, el sito de
fijacion especifico puede fijarse de manera especifica a uno o varios epitopos, isoformas o variantes de la diana, o
puede tener una reaccion cruzada con otros antigenos diana relacionados, p. €j., homologos o analogos.

La fijacion especifica significa que la fijacion es selectiva en términos de identidad de la diana, alta, media o baja
afinidad de fijacion o avidez, segun se seleccione. La fijacion selectiva se suele conseguir si la constante de fijacion o
la dinamica de fijacion es al menos 10 veces diferente, preferiblemente la diferencia es al menos de 100 veces y mas
preferiblemente de al menos 1000 veces.

El formato de anticuerpo biespecifico descrito en la presente memoria comprende especificamente dos o mas sitios
de fijacion, posiblemente 3 o 4 sitios de fijacién con propiedades de fijacion especificas, en donde al menos dos
antigenos diana diferentes son reconocidos por el formato de anticuerpo. Asi pues, un formato de anticuerpo
biespecifico ejemplar puede comprender dos sitios de fijacion, en donde cada uno de los sitios de fijacion es capaz de
fijarse de manera especifica a un antigeno diferente, p. €j., un receptor de muerte y un antigeno de la superficie celular
de un linfocito B. Cuando el formato de anticuerpo biespecifico comprende mas de dos sitios de fijacion, puede estar
dirigido contra mas de dos antigenos diana diferentes y/o comprender mas de una valencia para fijarse de manera
especifica a un unico, o el mismo, tipo de antigeno diana.

El término «monovalente», tal y como se utiliza en la presente memoria con respecto a un sitio de fijacion de un
anticuerpo o formato de anticuerpo, debera referirse a una molécula que comprende sélo un sitio de fijacion dirigido
contra un antigeno diana. El término «valencia» se entiende, asi pues, como el numero de sitios de fijacion dirigidos
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contra el mismo antigeno diana, al fijarse de manera especifica al mismo o bien a diferentes epitopos de un antigeno.
Cuando un anticuerpo o formato de anticuerpo para ser usado tal y como se describe en la presente memoria
comprende dos 0 mas sitios de fijacion, p. €j., 2, 3 o0 4 sitios de fijacidn, contra el mismo antigeno diana, que se dirigen
especificamente contra el mismo o diferentes epitopos de un antigeno, esto se denomina bivalencia o multivalencia.

El formato de anticuerpo para ser usado tal y como se describe en la presente memoria se entiende que comprende
un sitio de fijacion monovalente que de manera especifica fija a una diana que es el receptor de muerte y al menos
otro sitio de fijacion para la fijacion especifica a un antigeno de la superficie celular expresado en los linfocitos B,
especificamente en los linfocitos B autorreactivos. Asi pues, se entiende que es monovalente con respecto a la fijacion
al receptor de muerte y mono-, bi- o multivalente con respecto a la fijacion al antigeno de la superficie celular.

El término «antigeno», tal y como se utiliza en la presente memoria de manera intercambiable con los términos «diana,
«destinatario» o «antigeno diana», debera referirse a una molécula destinataria completa o a un fragmento de tal
molécula reconocida por un sitio de fijacion de anticuerpo. Especificamente, las subestructuras de un antigeno, p. €j.,
una estructura polipeptidica o glucidica, a las que se hace referencia por lo general como «epitopos», p. €j., epitopos
de linfocitos B o epitopo de linfocitos T, que son relevantes desde el punto de vista inmunitario, pueden ser reconocidas
por tal sitio de fijacion. El término «epitopo», tal y como se utiliza en la presente memoria, debera referirse
especificamente a una estructura molecular que puede fabricar completamente un compafiero de fijacién especifico,
o ser parte de un compafiero de fijacion especifico para un sitio de fijacion de un formato de anticuerpo descrito en la
presente memoria. Un epitopo puede estar formado por un glucido, una estructura peptidica, un acido graso, una
sustancia organica, bioquimica o inorganica, o derivados de los mismos y cualquier combinacion de los mismos. Si un
epitopo esta comprendido en una estructura peptidica, tal como un péptido, un polipéptido o una proteina, lo normal
es que incluya al menos 3 aminoacidos, preferiblemente de 5 a 40 aminoacidos, y mas preferiblemente entre
aproximadamente 10 y 20 aminoacidos. Los epitopos puede ser epitopos lineales o bien conformacionales. Un epitopo
lineal estd compuesto por un solo segmento de una secuencia primaria de una cadena de polipéptido o de glucido.
Los epitopos lineales pueden ser contiguos o solapantes. Los epitopos conformacionales estan compuestos por
aminoacidos o glucidos que se han juntado por el plegamiento del polipéptido para formar una estructura terciaria y
los aminoacidos no estan necesariamente adyacentes los unos a los otros en la secuencia lineal.

El término «antigeno de superficie celular» con respecto a un linfocito B, tal y como se utiliza en la presente memoria,
debera referirse a un antigeno expresado sobre la superficie de un linfocito B, preferiblemente un linfocito B maduro,
activado o autorreactivo, sobre el que puede actuar selectivamente un antagonista que se fija a ellos. Los marcadores
de superficie de ejemplo para los linfocitos B incluyen el CD20 y el CD40.

El antigeno de superficie de los linfocitos B de particular interés se expresa mucho de manera preferencial en la
superficie de los linfocitos B autorreactivos, de manera preferencial mas de 10000 moléculas por célula.

Un sitio de fijacion que se fija especificamente a un antigeno seleccionado de CD20 y CD40 puede obtenerse por
modificacion de un anticuerpo monoclonal disponible en el mercado que esta dirigido contra el antigeno, p. €j.,
rituximab u ocrelizumab dirigidos contra el CD20. Especificamente, se puede utilizar un sitio de fijacion derivado de
cualquiera de los formatos de anticuerpo anti-CD20 tal y como se ejemplifica en la figura 9.

El término «CD19» incluye cualquier variante, isoforma y homologo de especie del CD19 de humano que se expresa
de manera natural desde las células o que se expresa sobre las células transfectadas con el gen de CD19.

El término «CD20» incluye cualquier variante, isoforma y homologo de especie del CD20 de humano que se expresa
de manera natural desde las células o que se expresa sobre las células transfectadas con el gen de CD20.

El término «CD40» incluye cualquier variante, isoforma y homologo de especie del CD40 de humano que se expresa
de manera natural desde las células o que se expresa sobre las células transfectadas con el gen de CD40.

El término «receptor de muerte» con respecto a un linfocito B, tal y como se utiliza en la presente memoria, debera
referirse a un antigeno derivado de un receptor en la superficie de células que conduce a la muerte celular programada
mediante una o varias vias de apoptosis. Los receptores de muerte de ejemplo se expresan en los linfocitos B
activados e incluyen, p. ej., CD95, receptores de TRAIL, p. €., TRAIL-R1 o TRAIL-R2, y receptores del TNF. A
diferencia de los linfocitos B activados, el CD95 no se expresa en los linfocitos B normales en reposo.

El CD95 también se conoce como Fas o Apo-1, y es miembro de la subfamilia del receptor del factor de la necrosis
tumoral. Un sitio de fijacion que se fija de manera especifica al CD95 puede derivarse de los anticuerpos dirigidos
contra el CD95, tales como los clones APO-1 o LT95 y DX2 distribuidos por Acris Antibodies, Herford, Alemania.
Especificamente, se puede utilizar un sitio de fijacion derivado de cualquiera de los formatos de anticuerpo anti-CD95
tal y como se ejemplifican en la figura 9.

El término «CD95» incluye cualquier variante, isoforma y homologo de especie del CD95 de humano que se expresa
de manera natural desde las células o que se expresa sobre las células transfectadas con el gen de CD95.

El término «variantes» se debera referir a mutantes, p. €j., los obtenidos por los métodos de mutagénesis dirigida
especifica de sitio, especificamente para delecionar, intercambiar, introducir insertos en una regién especifica de

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2716823 T3

anticuerpo o modificar quimicamente una secuencia de aminoacidos, en los dominios constantes para manipular
genéticamente la funcion efectora o la semivida del anticuerpo, o en los dominios variables para mejorar las
propiedades de fijacion al antigeno, p. ej., mediante técnicas de maduracion de la afinidad. Se puede emplear
cualquiera de los métodos conocidos de mutagénesis, que incluyen mutaciones puntuales en las posiciones deseadas,
p. €j., obtenidas por técnicas de aleatorizacion. En algunos casos, las posiciones se eligen al azar, p. €j., con cualquiera
de los posibles aminoacidos o una seleccion de los aminoacidos preferidos para aleatorizar la secuencia de los
anticuerpos. El término «variante» debera englobar de manera especifica las variantes funcionalmente activas.

El término «variante funcionalmente activa» de una molécula, tal como el anticuerpo que se utiliza en la presente
memoria, significa una secuencia que se obtiene por la modificacion de esta secuencia (una secuencia original) por
insercién, delecion o sustitucion de uno o varios aminoacidos, o la modificacion quimica de uno o varios restos de
aminoacidos, o nucledtidos, dentro de la secuencia o en cualquiera o ambos de los extremos distales de la secuencia,
y cuya modificacién no afecta (especificamente, deteriora) la actividad de esta secuencia. En el caso de un sitio de
fijacion que tiene especificidad por un determinado antigeno diana, la variante funcionalmente activa de una molécula
tendria aun la especificidad de fijacion predeterminada, aunque esta se podria cambiar, p. €j., para cambiar la delicada
especificidad por un epitopo especifico, la afinidad, la avidez, las constantes de asociacion o disociacion, etc.

Se pueden obtener variantes funcionalmente activas al cambiar la secuencia de un formato de anticuerpo original, p.
€j., cualquiera de las secuencias de la figura 9, p. €j., la secuencia de NA-C20 de la figura 9E i) o ii), y se caracterizan
por tener una actividad bioldgica parecida a la desplegada por la secuencia correspondiente, que incluye la capacidad
para fijarse a CD20 y/o CD95 o para actuar selectivamente sobre los linfocitos B activados o autorreactivos.

Preferiblemente, la variante funcionalmente activa del formato de anticuerpo tiene sustancialmente la misma actividad
biolégica seguin se determina por un ensayo de fijacion o analisis funcional especificos para la accion selectiva sobre
los linfocitos B activados o autorreactivos. El término «sustancialmente la misma actividad bioldgica», tal y como se
utiliza en la presente memoria, se refiere a la actividad que se indica mediante sustancialmente la misma actividad
que es de al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90%, al menos el 95%,
al menos el 98% o incluso al menos el 100% o al menos el 110%, o al menos el 120%, o al menos el 130%, o al menos
el 140%, o al menos el 150%, o al menos el 160%, o al menos el 170%, o al menos el 180%, o al menos el 190%, p.
€j., hasta el 200%, de la actividad que se determina para el formato de anticuerpo original, p. €j., el formato de
anticuerpo biespecifico recombinante NA-C20 de la figura 9B.

En una realizacion preferida, la variante funcionalmente activa

a) es un fragmento biolégicamente activo de la molécula, en donde el fragmento comprende al menos el 50% de la
secuencia de la molécula, preferiblemente al menos el 70%, mas preferiblemente al menos el 80%, ain mas
preferiblemente al menos el 90%, incluso mas preferiblemente al menos el 95%, y lo mas preferiblemente al menos el
97%, 98% 0 99%;

b) se deriva de la molécula mediante al menos una sustitucién, adicion y/o delecion de aminoacido, en donde la
variante funcionalmente activa tiene una identidad de secuencia con la molécula o parte de ella, tal como un anticuerpo
de una identidad de secuencia de al menos el 50%, preferiblemente al menos el 60%, mas preferiblemente al menos
el 70%, lo mas preferiblemente al menos el 80%, aun mas preferiblemente al menos el 90%, incluso mas
preferiblemente al menos el 95%, y lo mas preferiblemente al menos el 97%, 98% o 99%; y/o

c) consiste en la molécula o una variante funcionalmente activa de la misma y adicionalmente al menos un aminoacido
o nucledtido heterdlogo para la secuencia del polipéptido o de nucleétidos, preferiblemente en donde las variantes
funcionalmente activas se derivan de cualquiera de los anticuerpos anti-CD20, anti-CD40 y/o anti-CD95 recombinantes
0 que se producen en la naturaleza.

En una realizacion preferida, la variante funcionalmente activa del anticuerpo descrito en la presente memoria es
esencialmente idéntico a la variante descrita mas arriba, pero difiere de su secuencia polipeptidica o de nucleétidos,
respectivamente, en que procede de una secuencia homoéloga de una especie diferente. Estas se dice que son
variantes que se producen en la naturaleza.

De manera especifica, se dan a conocer secuencias quiméricas, humanizadas o humanas, y variantes funcionalmente
activas de un formato de anticuerpo original que comprende tales secuencias quiméricas, humanizadas o humanas.

El término «quiméricoy, tal y como se utiliza con respecto a un formato de anticuerpo descrito en la presente memoria,
se refiere a los anticuerpos en los que una porcién de cada una de las secuencias de aminoacidos de las cadenas
pesada y ligera es homdloga a las correspondientes secuencias en los anticuerpos procedentes de una especie
especificamente o que pertenece a una clase particular, mientras que el resto del segmento de la cadena es homadlogo
a las correspondientes secuencias en otra especie o clase. Tipicamente, la region variable de ambas cadenas ligera
y pesada imita las regiones variables de los anticuerpos procedentes de una especie de mamifero, mientras que las
porciones constantes son homologas a las secuencias de anticuerpo procedentes de otra. Por ejemplo, la region
variable puede proceder de fuentes actualmente conocidas mediante el uso de linfocitos B o hibridomas de facil
disponibilidad en los organismos hospedadores no humanos en combinacion con regiones constantes procedentes
de, por ejemplo, preparaciones de células humanas.
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El término «humanizado», tal y como se utiliza con respecto a un formato de anticuerpo descrito en la presente
memoria, se refiere a una molécula que tiene un sitio de fijacion a antigeno que procede sustancialmente de una
inmunoglobulina de una especie no humana, en donde el resto de la estructura de inmunoglobulina de la molécula se
basa en la estructura y/o la secuencia de una inmunoglobulina de humano. El sitio de fijacién del antigeno puede
comprender dominios variables completos fusionados con dominios constantes, o bien solo las regiones determinantes
de la complementariedad (CDR) injertadas sobre las regiones flanqueantes apropiadas en los dominios variables. Los
sitios de fijacion a antigeno pueden ser de tipo silvestre o modificados, p. €j., mediante una o varias sustituciones de
aminoacido, preferiblemente modificados para parecerse ain mas a las inmunoglobulinas de humano. Algunas formas
de anticuerpos humanizados conservan todas las secuencias de CDR (por ejemplo, un anticuerpo de ratén
humanizado que contiene las seis CDR del anticuerpo de ratén). Otras formas tienen una o varias CDR, que estan
alteradas con respecto al anticuerpo original.

El término «humanoy, tal y como se utiliza con respecto a un formato de anticuerpo descrito en la presente memoria,
se entiende que incluye los anticuerpos que tienen las regiones variable y constante procedentes de las secuencias
de inmunoglobulina de la linea germinal de humano. Los formatos de anticuerpo de humano descritos en la presente
memoria pueden incluir restos de aminoacidos que no estan codificados por las secuencias de inmunoglobulina de la
linea germinal de humano (p. ej., mutaciones introducidas mediante mutagénesis aleatoria o especifica de sitio in vitro
o mediante mutacion somatica in vivo), por ejemplo, en las CDR. Los formatos de anticuerpo de humano descritos en
la presente memoria incluyen los anticuerpos aislados de inmunoglobulinotecas de humano o de animales
transgénicos para una o varias inmunoglobulinas de humano.

El término «variante funcionalmente activa» también incluye las variantes alélicas que se producen en la naturaleza,
asi como los mutantes o cualquier otra variante que no se produce de forma natural. Tal y como se conoce en la
técnica, una variante alélica es una forma alternativa de un (poli)péptido que se caracteriza por tener una sustitucion,
delecion o adicion de uno o varios aminoacidos que esencialmente no alteran la funcién biolégica del polipéptido.

Las variantes funcionalmente activas se pueden obtener mediante la alteracién de la secuencia en la secuencia
polipeptidica o de nucledtidos, p. €j., mediante una o varias mutaciones puntuales, en donde la alteracion de la
secuencia conserva una funcion del polipéptido o de la secuencia nucleotidica sin alterar, cuando se utiliza en la
combinacién que se describe en la presente memoria. Tales alteraciones de secuencia pueden incluir, pero sin
limitacion, sustituciones (conservativas), adiciones, deleciones, mutaciones e inserciones.

Una variante de CDR incluye una secuencia de aminoacidos modificada en al menos un aminoacido, en donde dicha
modificacién puede ser una alteracién quimica o una alteracion parcial de la secuencia de aminoacidos, en donde
dicha modificacién permite que la variante conserve las caracteristicas biolégicas de la secuencia sin modificar. Por
ejemplo, la variante es una variante funcional que se fija a CD20, CD40 o CD95. Una alteracion parcial de la secuencia
de aminoacidos de la CDR puede ser por delecion o sustitucion de uno a varios aminoacidos, p. €j.,, 1,2, 3,405
aminoacidos, o por la adicion o insercién de uno a varios aminoacidos, p. €j., 1, 2, 3, 4 o 5 aminoacidos, o por una
modificacion quimica de uno a varios aminoacidos, p. €j., 1, 2, 3,4 o 5 aminoacidos, o una combinacion de las mismas.
Las sustituciones de los restos de aminoacido pueden ser sustituciones conservativas, por ejemplo, la sustitucion de
un aminoacido hidréfobo por un aminoacido hidréfobo alternativo.

Las sustituciones conservativas son las que tienen lugar dentro de una familia de aminoacidos que estan relacionados
en sus cadenas laterales y en las propiedades quimicas. Los ejemplos de tales familias son los aminoacidos con
cadenas laterales basicas, con cadenas laterales acidas, con cadenas laterales alifaticas apolares, con cadenas
laterales aromaticas apolares, con cadenas laterales polares sin carga, con cadenas laterales pequefias, con cadenas
laterales grandes, etc.

Una mutacion puntual se entiende especificamente como la manipulaciéon genética de un polinucledtido que da lugar
a la expresion de una secuencia de aminoacidos que difiere de la secuencia de aminoacidos sin manipulacién genética
en la sustitucion o intercambio, delecion o insercién, de uno o varios aminoacidos Unicos (no consecutivos) o dobletes
de aminoacidos para diferentes aminoacidos.

Las mutaciones puntuales preferidas se refieren al intercambio de aminoacidos de la misma polaridad y/o carga. En
este sentido, los aminoacidos se refieren a los veinte aminoacidos que se producen en la naturaleza codificados por
64 tripletes o codones. Estos 20 aminoacidos pueden separarse en los que tienen carga neutra, cargas positivas y
cargas negativas:

Los aminoacidos «neutros» se muestran a continuacion junto con sus correspondientes cadigos de tres letras, de una
letra, y la polaridad:

Alanina: (Ala, A) no polar, neutro;
Asparagina: (Asn, N) polar, neutro;
Cisteina: (Cys, C) apolar, neutro;
Glutamina: (GIn, Q) polar, neutro;
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Glicina: (Gly, G) apolar, neutro;

Isoleucina: (lle, 1) apolar, neutro;

Leucina: (Leu, L) apolar, neutro;

Metionina: (Met, M) apolar, neutro;

Fenilalanina: (Phe, F) apolar, neutro;

Prolina: (Pro, P) apolar, neutro;

Serina: (Ser, S) polar, neutro;

Treonina: (Thr, T) polar, neutro;

Triptofano: (Trp, W) apolar, neutro;

Tirosina: (Tyr, Y) polar, neutro;

Valina: (Val, V) apolar, neutro; e

Histidina: (His, H) polar, positivo (10%), neutro (90%).
Los aminoacidos cargados «positivamente» son:
Arginina: (Arg, R) polar, positivo; y

Lisina: (Lys, K) polar, positivo.

Los aminoacidos cargados «negativamente» son:
Acido aspartico: (Asp, D) polar, negativo; y

Acido glutamico: (Glu, E) polar, negativo.

«El porcentaje (%) de identidad de la secuencia de aminoacidos» con respecto a las secuencias polipeptidicas
identificadas en la presente memoria se define como el porcentaje de restos de aminoacidos en una secuencia
candidata que son idénticos a los restos de aminoacidos en la secuencia del polipéptido especifico, después de alinear
la secuencia e introducir los huecos, si son necesarios, para conseguir el porcentaje maximo de identidad de la
secuencia, y no se considera ninguna sustitucién conservativa como parte de la identidad de la secuencia. Los
expertos en la técnica pueden determinar los parametros adecuados para medir el alineamiento, que incluye cualquier
algoritmo necesario para conseguir el alineamiento maximo a lo largo de toda la longitud de la secuencias que se
comparan.

El término «sujeto», tal y como se utiliza en la presente memoria, debera referirse a un mamifero de sangre caliente,
en particular a un ser humano. Un sujeto que necesita la profilaxis o el tratamiento de un trastorno por linfocitos B
autorreactivos especificamente puede ser un paciente que padece una enfermedad en las primeras etapas o en fase
avanzada, o cualquier sujeto predispuesto a tal enfermedad, p. ej., mediante predisposicion genética.

Por lo tanto, el formato de anticuerpo biespecifico para ser usado tal y como se describe en la presente memoria se
basa en el hallazgo sorprendente de que las construcciones de anticuerpo biespecifico de ejemplo, especificamente
las que se fijan a CD95 y CD20 o CD40 sobre la superficie de los linfocitos B activados, suprime especificamente la
produccion de IgG e inhibe la sintesis de IgG, con lo que se reduce la generacion de una concentracion de IgG en un
sujeto y reducen las reacciones autoinmunitarias del sujeto. Para el anticuerpo biespecifico recombinante NA-C20
descrito en la presente memoria y representado en la figura 1B, esta demostrado que suprime no solo la produccion
de anticuerpos desde los linfocitos B activados policlonalmente, sino mas especificamente de los linfocitos B activados
que producen el anticuerpo especifico contra la toxina del tétanos.

Se describié previamente que los anticuerpos biespecificos con especificidad por CD20 y el receptor de muerte CD95
son capaces de inducir la apoptosis mediada por CD95 en las células de linfoma que expresan el CD20. Resulté muy
sorprendente que los anticuerpos hibridos CD20XCD95 dados a conocer en la presente memoria indujeran la
apoptosis en los linfocitos B activados por el mitégeno de la hierba carmesi (PWM) que expresan el CD95, pero no en
las células en reposo que carecen de él. La producciéon de anticuerpos inducida por PWM in vitro esta inhibida
profundamente. Estos resultados indican que los anticuerpos biespecificos CD20XCD95 dados a conocer en la
presente memoria se pueden utilizar para el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias mediadas por anticuerpos.
En comparacién con los anticuerpos monoespecificos contra CD20, estos reactivos ofrecen un nuevo principio efector
y especificidad por los linfocitos B activados en vez de por los linfocitos B en reposo.

Ademas, se determiné la capacidad que tienen in vitro los anticuerpos biespecificos CD20XCD95 descritos en la
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presente memoria y los formatos de anticuerpo especificos para destruir los linfocitos B humanos activados, y se
comparé con el anticuerpo anti-CD20 rituximab.

Los formatos de anticuerpo biespecifico de ejemplo dados a conocer en la presente memoria fueron capaces de actuar
selectivamente sobre células que llevan el CD20 y el CD95, y de estimular el receptor de muerte CD95. La presencia
creciente de linfocitos B activados que expresan CD20/CD95 suele estar asociada a la exacerbacion del lupus y la
artritis reumatoide. La implicacion de los linfocitos B activados en la esclerosis multiple (EM) también es cada vez mas
aceptado, ya que estan implicados, p. €j., en el reclutamiento y la activacion de los linfocitos T, la liberacion de las
citocinas y la produccién de anticuerpos.

Los estudios in vitro han demostrado que los formatos de anticuerpo biespecifico de ejemplo descritos en la presente
memoria pueden reducir la produccion de inmunoglobulinas desde los linfocitos B activados de humano. Se hallé que
son muy selectivos, gracias a lo cual evitan los efectos secundarios al reducir al reacciones inespecificas.

La supresion de la produccion de IgG debida a los linfocitos B activados y la inhibicion de la sintesis de IgG debida a
los formatos de anticuerpo descritos en la presente memoria se entiende que son «actividad inhibidora de IgG». Tal
actividad inhibidora de IgG hace referencia a los linfocitos B activados, especificamente a los linfocitos B autorreactivos,
y se pretende que incluya cualquier disminucion medible de la cantidad de IgG, especificamente la reduccion de la
produccion de anticuerpos autoinmunitarios, en comparacion con la produccion de IgG desde las mismas células
cuando no estan en contacto con el formato de anticuerpo descrito en la presente memoria, p. €;j., la reduccion de la
IgG en un sistema de analisis que emplea linfocitos B activados hasta al menos aproximadamente el 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 99% o 100%.

Segun una realizacion especifica, los formatos de anticuerpo descritos en la presente memoria tienen actividad
apoptodsica, a saber, actividad citotoxica directa contra los linfocitos B deseados independientemente de las células
efectoras inmunitarias, tales como los linfocitos citoliticos naturales. Especificamente, los formatos de anticuerpo
descritos en la presente memoria tienen actividad apoptosica, segun se mide en un ensayo estandar de apoptosis, p.
€j., segun se mide en un ensayo estandar de fragmentacion del ADN.

La actividad apoptosica se mide preferiblemente con el uso de métodos estandares para determinar las células que
se mueren y/o estan muertas. Para medir la apoptosis, se pueden emplear ensayos de citotoxicidad. Estos ensayos
pueden ser ensayos radioactivos y no radioactivos que miden el incremento en la permeabilidad de la membrana
plasmatica, ya que las células que mueren empiezan a perder su contenido, o ensayos colorimétricos que miden la
reduccion en la actividad metabdlica de las mitocondrias. Las mitocondrias de las células muertas no pueden
metabolizar los colorantes, mientras que si lo hacen las mitocondrias de las células vivas.

También se pueden medir los indicadores del principio de la apoptosis, tales como alteraciones de la asimetria de la
membrana, lo que da lugar a la aparicion de fosfatidilserina en el exterior de la superficie celular (ensayos basados en
la anexina V). Como alternativa, las etapas mas tardias de la apoptosis, tales como la activacion de las caspasas, se
pueden medir en poblaciones de células o en cada una de las células. Ademas, se puede determinar la medicién de
la liberacioén del citocromo cy el AIF en el citoplasma desde las mitocondrias, o la fragmentacion del ADN cromosémico.

La marcacion de extremos libres con dUTP catalizada por la desoxinucleotidiltransferasa terminal (TUNEL) es un
método habitual para detectar la fragmentacién del ADN que se debe a las cascadas de sefializacion apoptésica. El
ensayo se basa en la presencia de mellas en el ADN que pueden ser identificadas por la desoxinucleotidiltransferasa
terminal, una enzima que catalizara la adicién de dUTP bromilados que a continuacién se detectan con un anticuerpo
especifico marcado.

La actividad apoptdsica preferida del formato de anticuerpo descrito en la presente memoria alcanza al menos el 20%
de la citdlisis, preferiblemente al menos el 30%, mas preferiblemente al menos el 40%, incluso mas preferiblemente al
menos el 50%, segun se mide en el correspondiente ensayo de muerte celular ex vivo; p. €j., la medicion de la
supervivencia de los linfocitos B después de la incubacién con los anticuerpos biespecificos mediante citometria de
flujo.

Debido a la ausencia de la funcién efectora de Fc, el formato de anticuerpo descrito en la presente memoria no tendria
especificamente una actividad citotoxica significativa en presencia de las células efectoras inmunitarias segun se mide
en un analisis de CCDA o CDC, p. €j., con el empleo de células que expresan el receptor deseado en la superficie
celular.

En cualquier formato de anticuerpo descrito en la presente memoria se puede demostrar la baja actividad citotdxica
que se determina mediante un ensayo de CCDA o bien de CDC, si no hay un incremento significativo del porcentaje
de citdlisis en comparacion con un control. La ausencia de la funcion efectora de Fc se determina tipicamente si la
actividad citotéxica que se mide por el incremento del porcentaje absoluto de la actividad de CCDA o de CDC es
preferiblemente inferior al 10%, preferiblemente inferior al 5%, mas preferiblemente inferior al 3%.

Preferiblemente, se utiliza un formato de anticuerpo que se fija a uno o a ambos de los antigenos diana con una gran
afinidad, especificamente con una constante de asociacion elevada y/o una constante de disociacion baja, o gran
avidez de fijacion. La afinidad de fijacion de un anticuerpo se suele caracterizar en términos de la concentracion del
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anticuerpo a la cual estan ocupados la mitad de los sitos de fijacion del antigeno, lo que se conoce como la constante
de disociacion (Kd o KD). Lo normal es que un aglutinante se considere un aglutinante de gran afinidad cuando tiene
una Kd < 108 M, preferiblemente una Kd < 10° M, incluso mas preferida es una Kd < 107" M.

Aun en otra realizacién preferida alternativa, las afinidades de fijacion por cada antigeno son de afinidad media, p. €j.,
con una Kd de menos de 106 M y hasta 10 M, p. ej., cuando se fijan a al menos dos antigenos.

Los formatos de anticuerpo biespecifico monoclonal dados a conocer en la presente memoria se pueden producir
mediante una serie de técnicas, entre ellas la hibridacion quimica de dos fragmentos Fab que da lugar a fragmentos
Fab, biespecificos ((Fab'),, bsFab,) y la tecnologia de anticuerpos recombinantes, que optativamente emplea
hibridoma o colecciones de secuencias de anticuerpos de humano. Los datos dados a conocer en los ejemplos se
obtuvieron con fragmentos bsFab; ((Fab'),) o el formato bsFabXsc recombinante descrito en la figura 1B. Se prefiere
la tecnologia de anticuerpos recombinantes ya que permite que la produccion sea reproducible desde las células
transfectadas y que la purificacion sea mas simple.

Los formatos de anticuerpo dados a conocer en la presente memoria se utilizan preferiblemente en una composicion
farmacéutica. Se contemplan las composiciones farmacéuticas en las que se formulan el formato de anticuerpo
descrito en la presente memoria y uno o varios agentes terapéuticamente activos. Las formulaciones estables de los
formatos de anticuerpo descritos en la presente memoria se preparan para la conservacién mediante la mezcla del
formato de anticuerpo que tiene el grado deseado de pureza, de manera optativa con vehiculos, excipientes o
estabilizantes farmacéuticamente aceptables, en forma de formulaciones liofilizadas, soluciones acuosas o en
emulsiones de aceite en agua.

Tipicamente, tales composiciones comprenden un vehiculo farmacéuticamente aceptable que se conoce y que es
necesario para la practica farmacéutica aceptable, véase, p. €j., Remington Pharmaceutical Sciences, 16.2 edicion
(1980) Mack Publishing Co. Los ejemplos de tales vehiculos incluyen vehiculos esterilizados, tales como solucion
salina, solucion de Ringer o solucidon de dextrosa, optativamente tamponada con los tampones idéneos para un pH
dentro de un margen de 5 a 8.

Las formulaciones a ser usadas para la administracion in vivo necesitaran que sean estériles. Esto se cumple
facilmente mediante la filtracién a través de membranas de filtracion estériles u otros métodos idéneos.

La administracion de la composicion farmacéutica que comprende los formatos de anticuerpo descritos en la presente
memoria se puede realizar en una serie de modos, entre ellos la administracion sistémica o parenteral, preferiblemente
en forma de una solucion acuosa estéril, p. €j., por via intravenosa, intramuscular o subcutanea, pero también por via
oral, intranasal, intradrtica, transdérmica, en la mucosa, topica (p. €j., geles, balsamos, lociones, cremas, etc.),
intraperitoneal, intramuscular, intrapulmonar, vaginal, parenteral, rectal o intraocular. Asi pues, en la presente memoria
se da a conocer un formato de anticuerpo en una formulacién correspondiente idénea para tal uso.

Se describe adicionalmente en la presente memoria el tratamiento con una preparacién farmacéutica, que contiene
como sustancia activa los formatos de anticuerpo descritos en la presente memoria en una cantidad terapéuticamente
eficaz. Especificamente, una formulacion farmacéuticamente aceptable del formato de anticuerpo es compatible con
el tratamiento de un sujeto que lo necesita.

El término «cantidad terapéuticamente eficazy, utilizada en la presente memoria de manera indistinta con cualquiera
de los términos «cantidad eficaz» o «cantidad suficiente» del formato de anticuerpo descrito en la presente memoria,
es una cantidad o actividad suficiente para, cuando se administra al sujeto, proporcionar unos resultados beneficiosos
o deseados, que incluyen los resultados clinicos y, como tal, una cantidad eficaz o sinénima de la misma depende del
contexto en el cual se aplica. Por ejemplo, en el contexto de la produccion de IgG o de inhibicion de su sintesis, es
una cantidad del compuesto suficiente para conseguir una inhibicién del incremento de los autoanticuerpos segun se
determina por los correspondientes niveles de IgG en comparacion con la respuesta obtenida sin la administracion del
compuesto. En el contexto de enfermedad, se utilizan cantidades terapéuticamente eficaces del formato de anticuerpo
para tratar, modular, atenuar, revertir o afectar una enfermedad o afeccién que se beneficia de una inhibicién de las
reacciones autoinmunitarias, por ejemplo, enfermedades inflamatorias agudas o cronicas asociadas a un trastorno por
linfocitos B autorreactivos. Una cantidad eficaz esta disefiada que signifique la cantidad de un compuesto que es
suficiente para tratar, prevenir o inhibir tales enfermedades o trastorno. La cantidad de formato de anticuerpo que
correspondera a tal cantidad variara en funcion de diferentes factores, tales como el farmaco o compuesto dado, la
formulacién farmacéutica, la via de administracion, el tipo de enfermedad o trastorno, la identidad del sujeto o huésped
a tratar, y similares, pero el experto en la técnica puede, no obstante, determinarla por norma.

Una cantidad terapéuticamente eficaz del formato de anticuerpo tal y como se da a conocer para un paciente humano
que lo necesita puede estar de manera especifica en el margen de 0,5 a 500 mg, preferiblemente de 1 a 400 mg,
incluso mas preferiblemente hasta 300 mg, hasta 200 mg, hasta 100 mg o hasta 10 mg, aunque se pueden indicar
dosis mas altas, p. €j., para tratar situaciones patoldgicas agudas.

Ademas, una pauta de tratamiento o prevencion de un sujeto con una cantidad terapéuticamente eficaz del formato
de anticuerpo descrito en la presente memoria puede consistir de una Unica administracién o, como alternativa, puede
comprender una serie de aplicaciones. Por ejemplo, el formato de anticuerpo se puede administrar al menos una vez
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al afio, al menos una vez cada medio afio o al menos una vez al mes. Sin embargo, en otra realizacién, el formato de
anticuerpo se puede administrar al sujeto desde aproximadamente una vez a la semana a aproximadamente una
administracion diaria para un tratamiento dado. La duracién del tratamiento depende de una serie de factores, tales
como la intensidad de la enfermedad, bien sea enfermedad aguda o enfermedad croénica, la edad del paciente, la
concentracion y la actividad del formato de anticuerpo. También se apreciara que la dosis eficaz utilizada para el
tratamiento o la profilaxis se puede incrementar o disminuir durante el transcurso de un tratamiento o pauta de profilaxis
especificamente. Los cambios en la dosis pueden ser debidos o quedar de manifiesto por los ensayos diagndsticos
estandares conocidos en la técnica. En algunos casos, se puede necesitar la administracion cronica.

Las formulaciones ejemplares que se utilizan para la administracion parenteral incluyen las idéneas para la inyeccion
subcutanea, intramuscular o intravenosa como, por ejemplo, una solucion o suspension estéril.

El formato de anticuerpo descrito en la presente memoria se utiliza tipicamente para reducir los sintomas de una
reaccion autoinmunitaria, p. €j., al reducir la tasa de recidiva anual de EM con recaidas y remisiones (EMRR), p. €j.,
por debajo del 50%, preferiblemente por debajo del 40% o por debajo del 30%. Otros ejemplos serian una subida del
numero de trombocitos por un factor de mas de 2 en el caso de la purpura trombocitopénica idiopatica (PTI) o una
subida de la concentracion de hemoglobina de mas de 2 mg/dl en el caso de una anemia hemolitica autoinmunitaria.

En una realizacion, el formato de anticuerpo descrito en la presente memoria es el Unico agente terapéuticamente
activo administrado a un paciente, p. €j., como una monoterapia modificadora de la enfermedad.

Como alternativa, el formato de anticuerpo descrito en la presente memoria se administra en politerapia con uno o
varios agentes terapéuticos diferentes, que incluyen, pero sin limitacion, el tratamiento estandar, p. €j., interferén 8 o
corticoesteroides en el caso de la EM o inmunoglobulinas en altas dosis en el caso de la PTI.

Una politerapia emplea una pauta estandar especificamente, p. €j., tal y como se utiliza para tratar la EMRR. Esto
puede incluir el interferén B o los corticoesteroides.

En una politerapia, el formato de anticuerpo se puede administrar como una mezcla o, concomitantemente, con una o
varias pautas terapéuticas mas, p. €j., bien antes, a la vez o después del tratamiento concomitante.

Las propiedades bioldgicas del formato de anticuerpo descrito en la presente memoria se puede caracterizar ex vivo
en los experimentos con células, tejidos y el organismo completo. Tal y como se conoce en la técnica, los farmacos
se analizan a menudo in vivo con animales, entre ellos, pero sin limitarse a ellos, ratones, ratas, conejos, perros, gatos,
cerdos y monos, para medir la eficacia de un farmaco para el tratamiento contra una enfermedad o modelo de
enfermedad, o para medir la farmacocinética, farmacodinamia, toxicidad y otras propiedades de un farmaco. Los
animales se pueden citar como modelos de enfermedad. Los farmacos a menudo se analizan con ratones, entre ellos,
pero sin limitarse a ellos, ratones atimicos, ratones IDCG, ratones con xenoinjerto y ratones transgénicos (que incluyen
los genosustituidos y los agénicos). Tal experimentacion puede dar a conocer datos significativos para determinar el
potencial que tiene el formato de anticuerpo para ser utilizado como un farmaco terapéutico con las adecuadas
semivida, funcion efectora, actividad apoptosica y actividad inhibidora de IgG. Para el analisis, se puede utilizar
cualquier organismo, preferiblemente mamiferos. Por ejemplo, debido a su similitud genética con los humanos, los
primates y los monos pueden ser modelos terapéuticos idoneos y, por lo tanto, se pueden utilizar para analizar la
eficacia, toxicidad, farmacocinética, farmacodinamia, semivida u otra propiedad del formato de anticuerpo descrito en
la presente memoria. A la larga, se necesitaran ensayos de las sustancias en los humanos para su autorizacién como
farmacos, y estos experimentos estan contemplados en la presente memoria. Asi pues, el formato de anticuerpo
descrito en la presente memoria se puede analizar en los modelos animales o en los humanos para determinar su
eficacia terapéutica, toxicidad, inmunogenia, farmacocinética y/u otras propiedades clinicas.

La descripcion de mas arriba se entendera mucho mejor con referencia a los siguientes ejemplos. Sin embargo, tales
ejemplos son meramente representativos de los métodos para poner en practica una o varias realizaciones de la
presente invencion, y no se deben entender que limitan el alcance de la invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1A:
Produccién de un formato de anticuerpo de ejemplo mediante la hibridacion quimica de fragmentos Fab:

Se prepararon los anticuerpos biespecificos (Fab'); tal y como esta descrito mas arriba en la figura 1A y como esta
descrito en Jung et al. Eur. J. Immunol. 21: 2431, 1991. Brevemente, el anticuerpo contra CD20, el rituximab, se
compr6 a Roche Pharma AG (Alemania), el anticuerpo contra CD95 (anticuerpo Apo-1) se purificod de los
sobrenadantes de cultivo de hibridomas. El anticuerpo Apo-1 se puede comprar en forma purificada (BMS151) a
eBioscience, San Diego. Los anticuerpos CA 92121 se purificaron por cromatografia de afinidad con la proteina A, y
el anticuerpo contra myc se obtuvo de los sobrenadantes del clon del hibridoma 9E10 (CLR-1729, ATCC Manassas,
VA, EE.UU.). Ambos anticuerpos se digirieron con pepsina, se modificaron y se hibridaron para obtener un fragmento
Fab, biespecifico (bsFab,) tal y como esta descrito en el articulo mencionado mas arriba. Los anticuerpos biespecificos
con la especificidad CD40xCD95 y MycXCD95 se produjeron en consecuencia. Los anticuerpos parentales dirigidos
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contra CD40 y la proteina myc se purificaron desde los sobrenadantes de cultivo de las células de hibridoma (ATCC
Manassas, VA, EE.UU.).

De manera general, los anticuerpos biespecificos (Fab'), se prepararon por oxidacion de los fragmentos F(ab')
monovalentes para obtener un fragmento (Fab'),.

Como alternativa, los anticuerpos biespecificos (Fab'), se pueden producir mediante la fusion de dos lineas de células
de hibridoma para dar células de cuadroma, o mediante la tecnologia de anticuerpos recombinantes.

Ejemplo 1B: Produccion de un formato de anticuerpo de ejemplo mediante ingenieria recombinante, cadena Unica de
Fab biespecifico recombinante (en la presente memoria también denominado bsFabXsc o NA-C20):

Se prepararon los anticuerpos biespecificos NA-C20 tal y como se describe mas arriba en la figura 1B y se utilizaron
las secuencias descritas en la figura 9. La construccion genética que codifica el anticuerpo se transfecté de manera
estable en el interior de las células Sp2/0 mediante el uso de técnicas estandares. La proteina se purificd desde los
sobrenadantes de células transfectadas mediante el uso de la cromatografia de afinidad con seleccién de k, comprada
a GE-Healthcare, Life Sciences, Friburgo, Alemania.

Ejemplo 2: Expresion de CD95 en los linfocitos B de humano activados con 1 ug/ml de PWM:

Las células mononucleares de la sangre periférica (CMSP) de un donante sano normal, aisladas por centrifugacion en
gradiente de densidad, se incubaron con el mitdgeno de la hierba carmesi (PWM, 1 pg/ml, Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Alemania) durante 6 dias y se lavaron. En los puntos de tiempo indicados, se retiraron las células de los matraces de
cultivo y se analizaron por citometria de flujo. Con este fin, las células se tifieron con un anticuerpo contra CD19 o un
anticuerpo de control de isotipo conjugado a azul pacifico, un anticuerpo contra CD95 conjugado a aloficocianina
(APC), y el colorante 7-aminoactinomicina D (7-ADD) para identificar con claridad las células viables. Se detectaron
las células viables que expresan CD19 y se analizaron. Los anticuerpos se compraron a Biolegend, San Diego,
CA92121. Los resultados se dan a conocer en la figura 2. Los perfiles brillantes se obtuvieron con un control de isotipo,
los perfiles oscuros con el anticuerpo contra CD95.

Conclusién: aunque el CD95 no es detectable en los linfocitos B en reposo, su expresion se incrementa después del
dia 1 de estimulacion con PWM, alcanza su maximo el dia 3 y permanece alto hasta el dia 10, a pesar del lavado de
las células del dia 6.

Ejemplo 3: Cinética de la produccion de IgG desde los linfocitos b activados con PWM:

Las CMSP normales se estimularon con PWM (1 pg/ml). Después de distintos tiempos, se retiraron alicuotas del
sobrenadante del cultivo y se les analiz6 por ELISA el contenido de IgG de humano. Los resultados se dan a conocer
en la figura 3. La estimulacion de las CMSP con el PWM (circulo relleno) induce la produccién de la IgG de humano.
La produccion del anticuerpo se vuelve detectable el dia 4 y sube de manera continua hasta el dia 10. La medicion de
la produccién del anticuerpo desde las CMSP sin estimular (circulo hueco) sirve de control.

Conclusién: la produccion de IgG se vuelve detectable al cabo de 5 dias de estimulaciéon con PWM y sube de manera
continua hasta el dia 10.

Ejemplo 4: Reduccion de linfocitos B CD19+ y linfocitos T cooperadores/citoliticos naturales CD4+/CD8+ en las CMSP
sin estimular:

Las CMSP sin estimular se incubaron durante 4 dias con los anticuerpos indicados (1 pg/ml), se lavaron y analizaron
por citometria de flujo con un anticuerpo contra CD19 conjugado a azul pacifico, un anticuerpo contra CD4 conjugado
a isotiocianato de fluoresceina (FITC), un anticuerpo contra CD8 conjugado a APC y el colorante de viabilidad 7-AAD
(Biolegend, San Diego, CA92121). EI NA-C20 es el anticuerpo biespecifico recombinante descrito en la figura 1B. Los
resultados se dan a conocer en la figura 4.

Conclusién: Ninguno de los anticuerpos indicados afecta a los linfocitos T ni a los linfocitos B en los cultivos de las
CMSP sin estimular.

Ejemplo 5: Reduccion de los linfocitos B CD19+ y los linfocitos T cooperadores/citoliticos naturales CD4+/CD8+ en las
CMSP estimuladas:

Las CMSP se estimularon durante 6 dias con el mitdgeno de la hierba carmesi (PWM, Sigma-Aldrich, 1 pug/ml), se
lavaron y se incubaron durante 4 dias con los anticuerpos indicados (1 pg/ml). Las células se analizaron por citometria
de flujo el dia 10 tal y como se describe en la figura 4. Los resultados se dan a conocer en la figura 5. El NA-C20 es
el anticuerpo biespecifico recombinante en el formato bsFabXsc representado en la figura 1B.

Conclusién: Los dos anticuerpos biespecificos CD20XCD95 inducen la reduccién de los linfocitos B en las CMSP
estimuladas con PWM. Los linfocitos T no se ven afectados. No resulta eficaz un anticuerpo de control hibridado
quimicamente con especificidad de tipo MycXCD95.
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Ejemplo 6: Supresion de la produccion de anticuerpos in vitro:

Las células mononucleares de la sangre periférica humana (CMSP) se aislaron de sangre heparinizada por
centrifugacion en gradiente de densidad, se inocularon a 1 x 10° células/ml en placas de 6 pocillos y se estimularon
con una lectina, tal como el mitégeno de la hierba carmesi (PWM, 1 pg/ml, Sigma-Aldrich). El dia 6, se lavaron las
células y se les afiadieron los anticuerpos indicados. El dia 10, la cantidad de IgG de humano en el sobrenadante se
midié por ELISA. El NA-C20 es el anticuerpo biespecifico recombinante en el formato bsFabXsc representado en la
figura 1B. Los resultados se dan a conocer en la figura 6.

Conclusion: Ambos anticuerpos biespecificos CD20XCD95 suprimen la produccién de IgG desde las CMSP humanas
estimuladas. Un anticuerpo de control hibridado quimicamente con especificidad de tipo MycXCD95 no lo hace.

Ejemplo 7: El anticuerpo biespecifico interviene en la supresién de la sintesis in vitro de IgG inducida por el PWM:

Se aislaron células mononucleares de la sangre periférica humana (CMSP) de tres diferentes donantes sanos (figura
7A-7C) a partir de la sangre heparinizada mediante centrifugacion en gradiente de densidad, se inocularon a 1 x 108
células/ml en placas de 6 pocillos y se estimularon con una lectina, tal como el mitégeno de la hierba carmesi (PWM,
1 pg/ml, Sigma Aldrich). El dia 6, se lavaron las células y se les afiadieron los anticuerpos biespecificos F(ab'), (a
saber, el formato de anticuerpo F(ab');). El dia 10, la cantidad de la IgG de humano en el sobrenadante se midié por
ELISA. Los anticuerpos biespecificos analizados eran especificos de la accion selectiva sobre CD20XCD95 (circulo
relleno) o bien sobre CD40xCD95 (triangulos). A modo de comparacion, se analizdé en paralelo un anticuerpo
biespecifico (a saber, el formato de anticuerpo F(ab');) con especificidad por una diana sin relacién dirigido contra la
proteina myc intracelular (MycXCD95) (circulo hueco).

Conclusion:

Los anticuerpos biespecificos Fab, con especificidad de tipo CD20XCD95 o CD40xCD95 suprimen la produccién in
vitro de IgG desde los linfocitos B activados de humano, y no lo hicieron los anticuerpos con especificidad por
MycXCD95.

Ejemplo 8: Supresioén de la produccién de IgG especifica de la toxina del tétanos

Las CMSP de un donante recién vacunado con la toxina del tétanos se estimularon con la toxina del tétanos (25 ng/ml,
Calbiochem, Merck Darmstadt, Alemania) durante 4 dias, se lavaron, y se incubaron con los anticuerpos indicados (1
pg/ml) durante 8 dias. El dia 12, la cantidad de anticuerpos antitetanicos especificos se determiné por ELISA. El NA-
C20 es el anticuerpo biespecifico recombinante CD20XCD95 en el formato bsFabXsc representado en la figura 1B.
Los resultados se dan a conocer en la figura 8.

Conclusion: EI NA-C20, anticuerpo biespecifico recombinante CD20XCD95, y el anticuerpo anti-CD20 monoespecifico
rituxan suprimen la produccion in vitro de los anticuerpos especificos contra la toxina de tétanos. Resultan ineficaces
los correspondientes anticuerpos monoespecificos y biespecificos con especificidad por una diana sin relacion
dirigidos contra el receptor de EGF (Erbitux) o contra el CD95 y el proteoglucano asociado al melanoma (NA-CMel),
respectivamente. EI NA-CMel es un anticuerpo biespecifico recombinante del mismo formato que NA-C20.
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5

5

Ser

vVal

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

5

5

Cys

Lys

Gly

Leu

70

Leu

Tyr

val

Ser Gly

Lys Ala

Gln Thr
40

Asn Gly
55

Thr Val

Thr Ser

Ser Asn

Thr val
120

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Ser
105

Ser

Glu

10

Gly

Arg

Thr

Lys

Asp

Tyr

Ser

10

Leu

Tyr

Gln

Ser

Ser

75

Ser

Trp

Vval

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Tyr

28

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Phe

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Val

15

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Trp
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15

20

<211>13
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia CDR

<400> 18
Val val Tyr Tyr Ser Asn Ser Tyr Trp Tyr Phe Asp Val

1

<210> 19

<211> 106

<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia VL

<400> 19

Asp
1

Asp

His

Ala

Gly

Asp

Phe

Ile

Arg

Trp

Pro

50

Ser

Phe

Gly

<210> 20

<211>122

5

Gln Met Thr

vVal

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gln

<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia VH

<400> 20

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
100

5

Ile

Gln

Leu

Asp

Tyr

85

Thr

Gln

Thr

Lys

Ala

Phe

70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Leu

Pro

Arg

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Glu
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Ser

Ala

25

Lys

val

Thr

Gln

Ile
105

10

Ser
10

Ser

Ala

Pro

Ile

Trp

90

Lys

Leu

Ser

Pro

Ser

Ser

75

Ser

Ser

Ser

Lys

Arg

Ser

Phe

29

Ala

Vval

Pro

45

Phe

Leu

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Ser

Gln

Pro

val
15

Tyr

Ile

Gly

Pro

Pro
95

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

Thr



ES 2716823 T3

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

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

Asn Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Val Val Tyr Tyr Ser Asn Ser Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp
100 105 110

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Vval Ser Ser
115 120

<210> 21
<211> 218
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia LC

<400> 21

30
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Asp

Gln

Gly

Lys

Arg

65

Pro

Lys

Thr

Leu

Pro

145

Gly

Tyr

His

Val

Ile

Arg

Thr

Leu

50

Phe

val

val

Val

Lys

130

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
210

<210> 22

<211> 585

Val

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

115

Ser

Glu

Ser

Leu

val

195

Lys

<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia HC

<400> 22

Leu

Thr

20

Leu

Ile

Gly

Glu

Trp

100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

180

Tyr

Ser

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Asp

85

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

165

Ser

Ala

Phe

Gln

Ser

Gln

Val

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

150

Ser

Thr

Cys

Asn

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Ile

Gly

Val

Ser

135

Gln

val

Leu

Glu

Arg
215

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

val

200

Gly
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Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Met

Gly

105

Ile

val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

Glu

Ser

10

Ser

Gln

Val

Asp

Tyr

90

Thr

Phe

Cys

vVal

Gln

170

Ser

His

Cys

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Phe

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Cys

Leu

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

31

val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

205

Ser

Glu

Gln

Val

Asn

Gln

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

130

Ser

Leu

15

Tyr

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Gly

Tyr

Pro

Ala

His

80

Thr

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro
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Ser

Ala

Ala

Ser

65

Leu

Tyr

val

Ser

Lys

145

Leu

Leu

Val

Leu

Met

Arg

50

Val

Tyr

Cys

Ser

Ser

130

Asp

Thr

Tyr

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu

vVal

Ser

115

Lys

Tyr

Ser

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Asp

Gln

Thr

100

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu
180

val

Ser

Val

Ser

Arg

Met

85

Asp

Ser

Thr

Pro

Val

165

Ser

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Gly

Thr

Ser

Glu

150

His

Ser

Thr

Ala

Gln

Ser

55

Thr

Asn

Tyr

Lys

Gly

135

Pro

Thr

Val

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Ile

Leu

Tyr

Gly

120

Gly

Val

Phe

Val
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Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Lys

Trp

105

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr
185

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Ala

90

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

170

Val

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

75

Glu

Gln

val

Ala

Ser

155

Val

Pro

Val

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Gly

Phe

Leu

140

Trp

Leu

Ser

32

Gln

Phe

Leu

45

Tyr

Ser

Thr

Thr

Pro

125

Gly

Asn

Gln

Ser

Pro

Asn

30

Glu

Tyr

Gln

Ala

Thr

110

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser
190

Lys

15

Thr

Trp

Ala

Ser

Met

95

Leu

Ala

Leu

Gly

Ser

175

Leu

Gly

Asn

Val

Glu

Met

80

Tyr

Thr

Pro

Val

Ala

160

Gly

Gly



Thr

val

Pro

225

Pro

Thr

Asn

Arg

val

305

Ser

Lys

Leu

Tyr

Gln

385

Ser

Ser

Ser

Gln

Asp

210

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu

290

Leu

Asn

Gly

Val

Thr

370

Gly

Tyr

Ser

Ala

Thr

195

Lys

Ser

Lys

Val

Tyr

275

Glu

His

Lys

Gln

Arg

355

Phe

Leu

Asn

Ser

val

Tyr

Lys

Pro

Pro

vVal

260

Val

Gln

Gln

Gln

Pro

340

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

420

Tyr

Ile

Val

Ala

Lys

245

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

325

Ser

Gly

Ser

Trp

Lys

405

Ala

Phe

Cys

Glu

Pro

230

Asp

Gly

Gly

Gln

Trp

310

Pro

Gly

Ala

Tyr

Ile

390

Phe

Tyr

Cys

Asn

Pro

215

Pro

Thr

Val

Val

Ser

295

Leu

Ser

Gln

Ser

Asn

375

Gly

Lys

Met

Ala

Val

200

Lys

Val

Leu

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Pro

Ala

Val

360

Met

Ala

Gly

Gln

Arg
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Asn

Ser

Ala

Met

His

265

Vval

Tyr

Gly

Ile

Tyr

345

Lys

His

Ile

Lys

Leu

425

val

His

Cys

Gly

Ile

250

Glu

His

Arg

Lys

Glu

330

Leu

Met

Trp

Tyr

Ala

410

Ser

val

Lys

Asp

Pro

235

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

315

Lys

Gln

Ser

Val

Pro

395

Thr

Ser

Tyr

Pro

Lys

220

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

300

Tyr

Thr

Gln

Cys

Lys

380

Gly

Leu

Leu

Tyr

33

Ser

205

Thr

val

Thr

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Ile

Ser

Lys

365

Gln

Asn

Thr

Thr

Ser

Asn

His

Phe

Pro

vVal

270

Thr

Val

Cys

Ser

Gly

350

Ala

Thr

Gly

Val

Ser

430

Asn

Thr

Thr

Leu

Glu

255

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

335

Ala

Ser

Pro

Asp

Asp

415

Glu

Ser

Lys

Ser

Phe

240

Val

Phe

Pro

Thr

vVal

320

Ala

Glu

Gly

Arg

Thr

400

Lys

Asp

Tyr
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15

Trp

Gly

465

Ile

Lys

Trp

Pro

Ser

545

Ala

Gly

Tyr

450

Gly

Val

Val

Tyr

Ser

530

Gly

Ala

Ala

<210> 23
<211>15
<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 23
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1

<210> 24

<211> 218

435

Phe

Gly

Leu

Thr

Gln

515

Asn

Thr

Thr

Gly

<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> Secuencia LC

<400> 24

Asp

Gly

Ser

Met

500

Gln

Leu

Ser

Tyr

Thr
580

Val

Ser

Gln

485

Thr

Lys

Ala

Tyr

Tyr

565

Lys

5

Trp

Gly

470

Ser

Cys

Pro

Ser

Ser

550

Cys

Leu

Gly

455

Gly

Pro

Arg

Gly

Gly

535

Leu

Gln

Glu

440

Thr

Gly

Ala

Ala

Ser

520

Val

Thr

Gln

Leu
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Gly

Gly

Ile

Ser

505

Ser

Pro

Ile

Trp

Lys
585

Thr

Ser

Leu

490

Ser

Pro

Ala

Ser

Ser
570

10

Thr

Gly

475

Ser

Ser

Lys

Arg

Arg

555

Phe

Val

460

Gly

Ala

val

Pro

Phe

540

Vval

Asn

34

445

Thr

Gly

Ser

Ser

Trp

525

Ser

Glu

Pro

Vval

Gly

Pro

Tyr

510

Ile

Gly

Ala

Pro

Ser

Ser

Gly

495

Met

Tyr

Ser

Glu

Thr
575

15

Ser

Asp

480

Glu

His

Ala

Gly

Asp

560

Phe



Asp

Glu

Gly

Lys

Arg

65

Ser

Lys

Thr

Leu

Pro

145

Gly

Tyr

His

Val

Ile

Arg

Thr

Leu

50

Phe

Leu

Val

vVal

Lys

130

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
210

<210> 25

<211> 585

vVal

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

115

Ser

Glu

Ser

Leu

Vval

195

Lys

<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia HC

<400> 25

Met

Thr

20

Leu

Ile

Gly

Ala

Trp

100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

180

Tyr

Ser

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

165

Ser

Ala

Phe

Gln

Ser

Gln

vVal

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Ala

val

150

Ser

Thr

Cys

Asn

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Val

Gly

val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
215

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

120

val

Trp

Thr

Thr

val

200

Gly
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Asp

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Val

Gly

105

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

Glu

Ser

10

Ser

Gln

val

Asp

Tyr

90

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

170

Ser

His

Cys

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Phe

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

35

val

val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Ser

Glu

30

Gln

Val

Thr

Gln

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

190

Ser

Leu

15

Tyr

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Gly

Tyr

Pro

Asp

Ser

80

Thr

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro



Glu

Ser

Ala

Ala

Ser

65

Leu

Tyr

Val

Ser

Lys

145

Leu

Leu

Thr

val

Pro
225

Val

Leu

Met

Arg

50

Val

Tyr

Cys

Ser

Ser

130

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

210

Pro

Gln

Arg

Asn

Ile

Lys

Leu

val

Ser

115

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

195

Lys

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Asp

Gln

Thr

100

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

180

Tyr

Lys

Pro

val

Ser

vVal

Ser

Arg

Met

Asp

Ser

Thr

Pro

Val

165

Ser

Ile

Val

Ala

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Gly

Thr

Ser

Glu

150

His

Ser

Cys

Glu

Pro
230

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Thr

Ser

Tyr

Lys

Gly

135

Pro

Thr

vVal

Asn

Pro

215

Pro

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Ile

Leu

Tyr

Gly

120

Gly

Val

Phe

Val

val

200

Lys

Val
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Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Lys

Trp

105

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

185

Asn

Ser

Ala

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

170

Val

His

Cys

Gly

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

75

Glu

Gln

Val

Ala

Ser

155

Val

Pro

Lys

Asp

Pro
235

vVal

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Gly

Phe

Leu

140

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

220

Ser

36

Lys

Phe

Leu

45

Tyr

Ser

Thr

Thr

Pro

125

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

205

Thr

Val

Pro

Asn

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Thr

110

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

190

Asn

His

Phe

Gly

15

Thr

Trp

Ala

Asn

Val

Leu

Ala

Leu

Gly

Ser

175

Leu

Thr

Thr

Leu

Gly

Asn

Val

Glu

Thr

80

Tyr

Thr

Pro

Val

Ala

160

Gly

Gly

Lys

Ser

Phe
240



Pro

Thr

Asn

Arg

val

305

Ser

Lys

val

Tyr

Gln

385

Ser

Ser

Thr

Trp

Gly

465

Ile

Pro

Cys

Trp

Glu

290

Leu

Asn

Gly

Lys

Thr

370

Gly

Tyr

Ala

Ala

Tyr

450

Gly

Gln

Lys

Val

Tyr

275

Glu

His

Lys

Gln

Lys

355

Phe

Leu

Asn

Ser

val

435

Phe

Gly

Met

Pro

Val

260

Val

Gln

Gln

Gln

Pro

340

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

420

Tyr

Asp

Gly

Thr

Lys

245

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

325

Ser

Gly

Ser

Trp

Lys

405

Ala

Tyr

Val

Ser

Gln
485

Asp

Gly

Gly

Gln

Trp

310

Pro

Gly

Ala

Tyr

Ile

390

Phe

Tyr

Cys

Trp

Gly

470

Ser

Thr

Val

Val

Ser

295

Leu

Ser

Gln

Ser

Asn

375

Gly

Lys

Met

Ala

Gly

455

Gly

Pro

Leu

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Pro

Val

Val

360

Met

Ala

Gly

Glu

Arg

440

Gln

Gly

Ser

Met

His

265

Val

Tyr

Gly

Ile

Gln

345

Lys

His

Ile

Arg

Leu

425

val

Gly

Gly

Ser
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Ile

250

Glu

His

Arg

Lys

Glu

330

Leu

val

Trp

Tyr

Val

410

Ser

val

Thr

Ser

Leu
490

Ser

Asp

Asn

val

Glu

315

Lys

Val

Ser

Val

Pro

395

Thr

Ser

Tyr

Leu

Gly

475

Ser
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Ala

val

300

Tyr

Thr

Gln

Cys

Arg

380

Gly

Ile

Leu

Tyr

Val

460

Gly

Ala

37

Thr

Glu

Lys
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Ser

Lys

Ile

Ser

Lys

365

Gln

Asn

Thr

Arg

Ser
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Thr

Gly

Ser
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Val
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Thr

Val
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Ser
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Gly
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Val

Gly

Val

Glu
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Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

335

Ala

Ser

Pro
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Asp

415
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Ser

Ser

Ser

Gly
495

Val

Phe

Pro

Thr

val

320

Ala

Glu

Gly

Gly

Thr

400

Thr

Asp

Tyr

Ser

Asp
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Asp



Arg

Trp

Pro

Ser

545

Phe

Gly

Val

Tyr

Ser

530

Gly

Ala

Gln

Thr

Gln

515

Asn

Thr

Thr

Gly

Ile

500

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr
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Thr

Lys
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Ser
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Leu
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Gly
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535

Leu

Gln

Glu

Ala

Lys

520

Val

Thr

Gln

Ile
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505
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Pro

Ile

Trp

Lys
585

Ser

Pro

Ser

Ser

Ser
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Ser

Lys

Arg

Ser
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Phe
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Pro

Phe

540

Leu
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Ser
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Pro

Tyr
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Ile

Gly

Pro
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Met

Tyr
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Glu

Thr
575
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Gly

Asp

560

Phe
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo biespecifico para ser usado en el tratamiento o la prevencion de una enfermedad autoinmunitaria
mediada por los linfocitos B, en donde el anticuerpo es un Fab, biespecifico que comprende dos fragmentos Fab con
diferente especificidad por un primer antigeno y un segundo antigeno, o en donde el anticuerpo comprende:

- un fragmento Fab que comprende un primer sitio de fijacion para un primer antigeno;

- un fragmento scFv que comprende un segundo sitio de fijaciéon para un segundo antigeno; y

- un dominio CH2, en donde el fragmento Fab y el fragmento scFv estan conectados a través del dominio CH2,

en donde el primer antigeno es CD95 y el segundo antigeno es CD20 o CD40.

2. Anticuerpo biespecifico para ser usado de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el segundo antigeno es CD20.

3. Anticuerpo biespecifico para ser usado de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde la enfermedad
autoinmunitaria mediada por los linfocitos B se selecciona del grupo que consiste en lupus eritematoso diseminado,
sindrome de Sjogren, esclerodermia, artritis reumatoide, artritis idiopatica juvenil, enfermedad de injerto contra
huésped, dermatomiositis, diabetes sacarina de tipo 1, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Graves, enfermedad de
Addison, celiaquia, enfermedad de Crohn, anemia perniciosa, pénfgo vulgar, vitiligo, anemia hemolitica
autoinmunitaria, purpura trombocitopénica idiopatica, arteritis de células gigantes, miastenia grave, esclerosis multiple
(EM), preferiblemente EM con recaidas y remisiones (EMRR), glomerulonefritis, sindrome de Goodpasture, pénfigo
vesicular, colitis ulcerosa, sindrome de Guillain-Barré, polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica, sindrome
antifosfolipidico, narcolepsia, sarcoidosis y granulomatosis de Wegener.

4. Anticuerpo biespecifico para ser usado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el
sitio de fijacion que se fija a CD20 comprende seis regiones determinantes de la complementariedad de los dominios
variables de anticuerpo (CDR1 a CDRG6), en donde

A)

i) CDR1 comprende la secuencia de aminoacidos RASSSVSYM (SgQ ID 12);

ii) CDR2 comprende la secuencia de aminoacidos APSNLAS (SEQ ID 13);

iii) CDR3 comprende la secuencia de aminoacidos QQWSFNPPT (SEQ ID 14);

iv) CDR4 comprende la secuencia de aminoacidos SYNMH (SEQ ID 16);

v) CDR5 comprende la secuencia de aminoacidos AlYPGNGDTSYNQKFKG (SEQID 17);y

vi) CDR6 comprende la secuencia de aminoacidos VVYYSNSYWYFDV (SeQ ID 18);
o
B) una variante funcionalmente activa del mismo, en donde al menos una de

i) CDR1 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de d menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos RASSSVSYM (SeQ ID 12);

i) CDR2 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos APSNLAS (SEQ ID 13);

iii) CDR3 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos QQWSFNPPT (SEQ ID 14);

iv) CDR4 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos SYNMH (SEQ ID 16);

v) CDR5 comprende una secuencia de aminoacidos gue tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos AlYPGNGDTSYNQKFKG (SEQ D 17); y/o

vi) CDR6 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos d 70% con la
secuencia de aminoacidos VVYYSNSYWYFDV (SeQ ID 18).

5. Anticuerpo biespecifico para ser usado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende
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un dominio VL que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 11 y un dominio VH que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID 15, o una variante humanizada funcionalmente activa del mismo.

6. Anticuerpo biespecifico para ser usado de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde la variante humanizada
comprende un dominio VL que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 19 y un dominio VH que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 20.

7. Anticuerpo biespecifico para ser usado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el
sitio de fijacion que se fija a CD95 comprende seis regiones determinantes de la complementariedad de los dominios
variables de anticuerpo (CDR1 a CDR6), en donde

A)

i) CDR1 comprende la secuencia de aminoacidos RASESVEYYGTSLMQ (SEQ ID 2);

ii) CDR2 comprende la secuencia de aminoacidos VASNVES (SEQ ID 3);

iii) CDR3 comprende la secuencia de aminoacidos QQSTKVPWT (SEQ ID 4);

iv) CDR4 comprende la secuencia de aminoacidos TNAMN (SEQ ID 6);

v) CDR5 comprende la secuencia de aminoacidos RIRSKSNNYATYYAESVKD (SEQ ID 7); y

vi) CDR6 comprende la secuencia de aminoacidos DGYY (SEQ ID 8);
o
B) una variante funcionalmente activa del mismo, en donde al menos una de

i) CDR1 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos RASESVEYYGTSLMQ (SEQ ID 2);

i) CDR2 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% conla
secuencia de aminoacidos VASNVES (SEQ ID 3);

iii) CDR3 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos QQSTKVPWT (SEQ ID 4);

iv) CDR4 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene unaidentidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos TNAMN (SEQ ID 6);

v) CDR5 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos RIRSKSNNYATYYAESVKD (seQ ID 7); y/o

vi) CDR6 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos DGYY (SEQ ID 8).

8. Anticuerpo biespecifico para ser usado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende
un dominio VL que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 1 y un dominio VH que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID 5, o una variante humanizada funcionalmente activa del mismo.

9. Anticuerpo biespecifico para ser usado de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde la variante humanizada
comprende un dominio VL que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 9 y un dominio VH que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID 10.

10.  Anticuerpo biespecifico para ser usado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende
una secuencia de cadena ligera de SEQ ID 21 y una secuencia de cadena pesada de SEQ ID 22, o una variante
humanizada funcionalmente activa del mismo.

11.  Anticuerpo biespecifico para ser usado de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde la variante humanizada
comprende una secuencia de cadena ligera de SEQ ID 24 y una secuencia de cadena pesada de SEQ ID 25.

12.  Anticuerpo biespecifico para ser usado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que se fija a
CD20 con una Kd < 10 M y/o que se fija a CD95 con una Kd < 108 M.

13. Anticuerpo biespecifico para ser usado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en una politerapia
con otro tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria mediada por los linfocitos B, preferiblemente una politerapia
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con tratamiento de citocinas, o tratamiento con otros formatos de anticuerpo o agentes.
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Fig. 4
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Fig. 6
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Fig. 7A

Supresidn mediada por el anticuerpo biespecifico de la
sintesis de IgG inducida por el PWM in vitro
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Fig. 7B
Supresion mediada por el anticuerpo biespecifico de la
sintesis de IgG inducida por el PWM in vitro
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Fig. 7C
Supresion mediada por el anticuerpo biespecifico de la
sintesis de IgG inducida por el PWM in vitro
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Fig. 9
Fig. 9A: secuencias murinas de un anticuerpo anti-CD95 (Apo-1)

>APO-VL
Subgrupo IIT k de ratdn

SEQ ID 1:
DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVEYYGTSLMOWYQQKPGOPPKLLIYVASNVES
GVPARFSGSGSGTDEFSLNIHPVEEDDIAMYFCQOSTKVPWTFGGGTKLEIKR

CDR-L1: RASESVEYYGTSLMQ (SEQ ID 2)
CDR-L2: VASNVES (SEQ ID 3)
CDR-L3: QQSTKVPWT (SEQ ID 4)

>ARPO-VH
Subgrupo I11d pesada de ratdn

SEQ ID 5:
EVQLVETGGGLVQPKGSLKLSCAASGEFTFNTNAMNWVROAPGKGLEWVARIRSKSNNYAT
YYAESVKDRFTISRDDSQSMLYLOMNNLKAEDTAMYYCVTDGY YWGOGTTLTVSS

CDR-H1: TNAMN (SEQ ID o)
CDR-HZ: RIRSKSNNYATYYAESVKD (SEQ ID 7)
CDR-H3: DGYY (SEQ ID 8)

Fig. 9B: secuencias humanizadas de un anticuerpo anti-CD95 (Apo-1)

>humApo-VL
Subgrupo IV x de humano
SEQ ID 9:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASESVEYYGTSLMOWYQOKPGQPPKLLIYVASNVES
GVPDREFSGSGSGTDEFTLTISSLOAEDVAVYEFCQOSTKVPWTIFGOGTKLEIK

>humApo-VH
Subgrupo III de humano

SEQ ID 10:
EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFNTNAMNWVROAPGKGLEWVARIRSKSNNYAT
YYAESVKDRFTISRDDSKNTLYLOMNS LKTEDTAVYYCVTDGY YWGOGTTLTVSS
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Fig. 9C: secuencias murinas de anticuerpo anti-CD20

>CD20-VL (numero de acceso M17953)
Subgrupo VI x de ratédn

SEQ ID 11l:
DIVLSQSPAILSASPGEKVIMTCRASSSVSYMHWYQQOKPGSSPRKPWIYAPSNLASGVPARES
GSGSGTSYSLTISRVEAEDAATYYCOOQWSEFNPPTFGAGTKLELK

: RASSSVSYM (SEQ ID 12)
C : APSNLAS (SEQ ID 13)
: QOWSEFNPPT (SEQ ID 14)

>CD20-VH (numero de acceso M17954)
Subgrupo IIb pesada de ratén

SEQ ID 15:
QAYLOQOSGAELVRPGASVKMSCKASGY TFTSYNMHWVKQOTPROGLEWIGATIY PGNGDTSYNQK
FKGKATLTVDKSSSTAYMOLSSLTSEDSAVYFCARVVYYSNSYWYFDVWGTGTTVIVSS

CDR-H1: SYNMH (SEQ ID 1¢6)
CDR-HZ: AIYPGNGDTSYNQKFKG (SEQ ID 17)
CDR-H3: VVYYSNSYWYFDV (SEQ ID 18)

Fig. 9D: secuencias humanizadas de anticuerpo anti-CD20

>humCD20-VL
Subgrupo I x de humano

SEQ ID 189:
DIOMTOSPSSLSASVGDRVTITCRASSSVSYMHWYQOKPGKAPKPLIYAPSNLASGVPSRES
GSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQOWSEFNPPTFGOCTKLEIK

>humCD20-VH
Subgrupo I de humano

SEQ ID 20:
QVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCRASGY TEFTSYNMHWVROAPGQGLEWIGAIYPGNGDTSYNQK
FKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYCARVVYYSNSYWYEDVWGQGTLVTVSS
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Fig. 9E: Anticuerpo biespecifico CD95xCD20 (formato bsFabXsc, representado

en la fig. 1B)

i) versiones quiméricas

cadena ligera

(versién quimérica) :

CD95-VJ + CL de humano (x);
SEQ ID 21:
1 DIVLTQSPAS LAVSLGQRAT ISCRASESVE YYGTSLMOWY QOKPGQPPKL
51 LIYVASNVES GVPARFSGSG SGTDFSLNIH PVEEDDIAMY FCOQSTKVPW
101 TFGGGTKLEI KRTVAAPSVF IFPPSDEQLK SGTASVVCLL NNFYPREAKV
151 QWKVDNALQS GNSQESVTEQ DSKDSTYSLS STLTLSKADY EKHKVYACEV
201 THQGLSSPVT KSFNRGEC*

Aminoédcidos 1 a 111:

subrayado:

cadena pesada

(versidén quimérica) :

anti-CD95 VJ (ratédn)
cadena kx constante de humano

CD95-VDJ + CH1 de humano + bisagra + CH2 modificado + CD20scFV

cadena pesada quimérica sin péptido lider

SEQ ID 22:

1 EVQLVETGGG LVQPKGSLKL SCAASGFTEFN TNAMNWVRQA PGKGLEWVAR

51 IRSKSNNYAT YYAESVKDRF TISRDDSQSM LYLQMNNLKA EDTAMYYCVT
101 DGYYWGQGTT LTVSSASTKG PSVFPLAPSS KSTSGGTAAL GCLVKDYFPE
151 PVTVSWNSGA LTSGVHTFPA VLOSSGLYSL SSVVTVPSSS LGTQTYICNV
201 NHKPSNTKVD KKVEPKSCDK THTSPPSPAP PVAGPSVFLEF PPKPKDTLMI
251 SRTPEVTCVV VGVSHEDPEV KENWYVDGVE VHNAKTKPRE EQYQSTYRVV
301 SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV SNKQLPSPIE KTISKAKGQP SGQAYLQQSG
351 AELVRPGASV KMSCKASGYT FTSYNMHWVK QTPRQGLEWI GAIYPGNGDT
401 SYNQKFKGKA TLTVDKSSST AYMQLSSLTS EDSAVYFCAR VVYYSNSYWY
451  FDVWGTGTTV TVSSGGGGSG GGGSGGGGSD IVLSQSPAIL SASPGEKVIM
501 TCRASSSVSY MHWYQQKPGS SPKPWIYAPS NLASGVPARF SGSGSGTSYS
551 LTISRVEAED AATYYCQOWS FNPPTFGAGT KLELK**

Aminodcidos 1 a 115:

Aminoadcidos subrayados: CH1
primeros

seguido por GQP (=
aminoacidos SG
En cursiva,
GGGGSGGGGSGGGGA
En negrita,
M17954

aminoacidos 343
(SEQ ID 23)
aminoacidos 480

VDJ anti-CD95 (ratodn)

a 464 anti-CD20

hasta al final

54

(VH)

(585) anti-CD20

(VL)

cadena ligera quimérica sin péptido lider

(VH-VL)

de humano, bisagra modificada y CH2 modificado

tres aminodcidos de CH3) seguido por los

GenBank n.° M17953
elemento conector entre Vh y V1

GenBank n.°
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Fig. 9E (continua)

ii) versiones humanizadas
CD95-VJ humanizado + CL de humano
SEQ ID 24:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASESVEYYGTSLMOWYQQOKPGQPPKLLIYVASNVES
1 e Fo e ————— Fm e ———— Fm e Femmm—————— Fomm— 60

IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS

121 = e Fomm—————— Fmm—————— Fo———————- + 180

STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC*
181 =—mmmmmmee fmmmmmm b fmmmmmmm - 219

CD95-VDJ-CH1-H-CH2 humanizado (atenuado) - CD20scFv humanizado (VH-VL)
SEQ ID 25:

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFNTNAMNWVROQAPGKCLEWVARIRSKSNNYAT
1l m=mem———- o e Fomm e + 60

YYAESVKDRFTISRDDSKNTLYLOMNSLKTEDTAVYYCVTDGYYWGQGTTLTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSL
121 -————————- Fom———— o tm——————— tm——————— Fm——————— + 180

SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTSPPSPAPPVAGPSVELE
181 —=emmmmeefree— e Fomm - Fommm Fom— Fom - + 240

301 ~——==—mm- il ntniatalalale b Fomm fmmm—m———— Fommm = + 360

AYMELSSLRSEDTAVYYCARVVYYSNSYWYFDVWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSD

421 mmmmmm——— Fm——————— Fom——————— Femm—————e Frmm——————e fmm - + 480
IOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASSSVSYMHWYQOKPGKAPKPLIYAPSNLASGVPSRE

481 —==-m---- e Fomm————— Fo—mm Fommm————— Fo——m————- + 540
SGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQWSFNPPTFGQGTKLEIK* *

541 —-mmmmmmmtommm e Fommmm tommmmmmm- R 587
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