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DESCRIPCION
Moléculas de anticuerpo que tienen especificidad por OX40 humano

La presente divulgacion se refiere a moléculas de anticuerpo que tienen especificidad por determinantes antigenos
de OX40 y composiciones que comprenden los mismos. La presente divulgacion también se refiere a los usos
terapéuticos de las moléculas de anticuerpo, composiciones y métodos para producir dichas moléculas de
anticuerpo.

OX40 (también conocidos como CD134, TNFRSF4, ACT35 o TXGP1L) es un miembro de la superfamilia del
receptor de TNF, que incluye 4-1BB, CD27, CD30 y CD40. El dominio de unién a ligando extracelular de OX40 esta
compuesto de 3 dominios ricos en cisteina (CRD) completos y un cuarto CRD en el extremo C parcial (Bodmer et al.,
2002, Trends Biochem Sci, 27, 19-26).

El ligando para OX40 es OX40L y 3 copias de OX40 se unen al ligando trimérico para formar el complejo OX40-
OX40L (Compaan y Hymowitz, 2006, Structure, 14, 1321-1330). OX40 es un receptor unido a membrana; sin
embargo, también se ha detectado una isoforma soluble (Taylor y Schwarz, 2001, J. Immunol. Methods, 255, 67-72).
La importancia funcional de la forma soluble es actualmente desconocida. OX40 no se expresa en linfocitos T en
reposo, pero se expresa transitoriamente en linfocitos T activados después de ligamiento del receptor de linfocitos T
(TCR). El ligando para OX40, OX40L, es un miembro de la familia de TNF y se expresa en células presentadoras de
antigeno (APC) activadas, incluyendo linfocitos B, macréfagos, células endoteliales y células dendriticas (DC).

0OX40 es un receptor coestimulador principal con acoplamiento secuencial de CD28 y OX40 que se requiere para la
proliferacién y supervivencia 6ptima de linfocitos T. El ligamiento de OX40 en linfocitos T activados da lugar a
produccion potenciada de citocinas y proliferacién de linfocitos T tanto CD4+ como CD8+ T (Gramaglia et al., 2000,
J. Immunol, 165, 3043-3050, Bansal-Pakala et al., 2004, J. Immunol, 172, 4821-425) y puede contribuir a ambas
respuestas Th1 y Th2 en curso (Gramaglia et al., 1998, J. Immuno., 161, 6510-6517, Arestides et al., 2002, Eur. J.
Immunol. 32, 2874-2880). La coestimulacién de OX40 prolonga la supervivencia de los linfocitos T mas alla de la
fase efectora inicial de la respuesta inmunitaria y aumenta el nimero de linfocitos T de memoria a través de la
inhibicién de la muerte de linfocitos T efectores.

Cuando la activacién inmunitaria es excesiva 0 esta incontrolada, puede producirse alergia patoldgica, asma,
inflamacién, enfermedades autoinmunitarias y otras enfermedades relacionadas. Como OX40 funciona potenciando
las respuestas inmunitarias, puede exacerbar enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias.

La funcién de las interacciones de OX40/0X40L en modelos de enfermedad se ha demostrado en ratones de
inactivacion de OX40. En encefalomielitis alérgica experimental (EAE), un modelo de esclerosis mdltiple, se
apreciaron signos clinicos menos graves de enfermedad e infiltrado inflamatorio reducido dentro del SNC en ratones
de inactivacion de OX40 (Carboni et al., 2003, J. Neuroimmunology, 145, 1-11). Ademas, los ratones de inactivacion
de OX40 sensibilizados y expuestos con ovalbumina muestran inflamaciéon pulmonar disminuida (80 - 90 % de
reduccion en eosinofilia), produccién reducida de moco e hiperreactividad significativamente atenuada de las vias
respiratorias (Jember et al., 2001, J. Exp. Med., 193, 387-392). Los anticuerpos monoclonales contra el ligando de
OX40 murino han demostrado efectos beneficiosos en el modelo de artritis inducida por colageno de artritis
reumatoide (Yoshioka et al., 2000, Eur. J. Immunol., 30, 2815-2823), EAE (Nohara et al., 2001, J. Immunol., 166,
2108-2115), ratones diabéticos no obesos (NOD) (Pakala et al., 2004, Eur. J. Immunol., 34, 3039-3046), colitis en
ratones restablecidos de linfocitos T (Malmstrom et al., 2001, J. Immunol., 166, 6972-6981, Totsuka et al., 2003, Am.
J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol., 284, G595-G603) y modelos de inflamacién pulmonar (Salek-Ardakani et al.,
2003, J. Exp. Med., 198, 315-324, Hoshino et al., 2003, Eur. J. Immunol, 33, 861-869). Se ha perfilado un anticuerpo
contra OX40L humano en un modelo de inflamacién pulmonar en macacos cangrejeros y produjo niveles reducidos
de IL-5, IL-13 y linfocitos T de memoria efectores en liquido de lavado bronquiolar después de exposicién a alérgeno
(Seshasayee et al., 2007, J. Clin. Invest, 117, 3868-3878).

Se ha apreciado un aumento en la expresién de OX40 en varias enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias.
Esto incluye un aumento en la expresion de OX40 en linfocitos T aislados del liquido sinovial de pacientes con artritis
reumatoide (Brugnoni D et al., 1998, Br. J. Rheum., 37, 584-585; Yoshioka et al., 2000, Eur. J. Immunol., 30, 2815-
2823; Giacomelli R et al., 2001, Clin. Exp. Rheumatol., 19, 317-320). Asimismo, se ha apreciado un aumento en la
expresion de OX40 en tejido gastrointestinal de pacientes con colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn (Souza et al.,
1999, Gut, 45, 856-863; Stuber et al., 2000, Eur. J. Clin. Invest., 30, 594-599) y en lesiones activas de pacientes con
esclerosis mlltiple (Carboni et al., 2003, J. Neuroimmunology, 145, 1-11). OX40L también puede detectarse en
musculo liso de las vias respiratorias humanas (ASM) y las células ASM de pacientes asmaticos muestran mayores
respuestas inflamatorias al ligamiento de OX40L que los donadores sanos, lo que indica una funcion de la ruta de
0OX40/0X40L en el asma (Burgess et al., 2004, J. Allergy Clin Immunol., 113, 683-689; Burgess et al., 2005, J.
Allergy Clin Immunol., 115, 302-308). También se ha informado de que los linfocitos T CD4+ aislados de sangre
periférica de pacientes con lupus eritematoso diseminado (SLE) expresan niveles elevados de OX40 que estan
asociados con actividad de enfermedad (Patschan et al., 2006, Clin. Exp. Immunol., 145, 235-242).
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Dada la funcién de OX40 en alergia, asma y enfermedades asociadas con autoinmunidad e inflamacién, una
estrategia para el tratamiento en estas enfermedades es bloquear la senalizacion de OX40-OX40L mediante el uso
de anticuerpos anti-OX40L o anticuerpos anti-OX40 agonistas.

Se han descrito anticuerpos anti-OX40L, véase, por ejemplo, el documento WO 2006/029879. Se han descrito
numerosos anticuerpos anti-OX40 agonistas, pero se conocen muy pocos anticuerpos anti-OX40 antagonistas. Se
produjo un anticuerpo policlonal de conejo anti-OX40 de ratén por Stuber et al., 1996, J. Exp. Med, 183, 979-989 que
bloguea la interaccién entre OX40 y OX40L. Se generaron anticuerpos monoclonales de ratén, 131 y 315, que se
unen a OX40 humano por Imura et al., 1996, J. Exp. Med, 2185-2195.

Se han descritos anticuerpos antagonistas completamente humanos en el documento WO 2007/062245, siendo la
maxima prioridad de estos anticuerpos una afinidad por OX40 expresado en superficie celular (linfocitos T activados)
de 11 nM.

Se han descrito anticuerpos antagonistas humanizados en el documento WO 2008/106116 y el anticuerpo con la
maxima afinidad por OX40 tenia una afinidad de 0,94 nM.

Se han descrito otros anticuerpos anti-OX40, incluyendo L106 murino (patente de Estados Unidos n.® 6 277 962) y
ACT35 murino, disponible en el mercado en eBioscience.

Se han descrito previamente anticuerpos anti-OX40 antagonistas de alta afinidad en la solicitud de patente
internacional n.2 WO 2010/096418.

También se ha descrito previamente en la solicitud de patente internacional n.2 WO 2010/035012, una molécula de
fusién de anticuerpo multiespecifico novedosa, a partir de ahora mencionada en este documento como Fab-dsFv e
ilustrada en este documento en la figura 1. La misma solicitud proporciona regiones variables de unién antialbdmina
utiles que pueden usarse para prolongar la semivida de la molécula.

El documento WO 2011/030107A1 describe anticuerpos multivalentes.

El documento WO 2011/086091A1 describe anticuerpos trivalentes.

El documento WO 2011/036460A1 describe anticuerpos multivalentes estabilizados con disulfuro.

En la presente divulgacién, estas regiones variables de uniéon a albumina se han mejorado y combinado en el
formato Fab-dsFv con los anticuerpos anti-OX40 descritos en el documento WO 2010/096418. La nueva molécula
biespecifica de la presente divulgacién tiene eficacia mejorada en varios ensayos in vitro e in vivo descritos en este
documento en comparaciéon con la molécula Fab'-PEG previamente descrita en el documento WO 2010/096418. Por
ejemplo, consiguiente, la presente divulgacién proporciona una proteina de fusiéon de anticuerpo biespecifico que se
une tanto a OX40 humano como a seroalbdmina humana que es adecuada para su uso en el tratamiento o profilaxis
de trastornos patoldgicos mediados por OX40 o asociados con un nivel aumentado de OX40.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra una fusién de anticuerpo biespecifico de la presente divulgacion (formato Fab-dsFv)

Las figuras 2-8 muestran determinadas secuencias de aminoacidos o ADN que se refieren a un anticuerpo de
acuerdo con la divulgacion

La figura 9a muestra la unién del Fab-dsFv A26 marcado con AlexaFluor 488 a linfocitos T CD4*0OX40* humanos

La figura 9b muestra la unién para Fab' A26, Fab-Fv A26 y Fab'-PEG A26 en presencia de HSA al 5 % en linfocitos T
CD4+, OX40+ humanos

La figura 10a muestra el efecto del Fab-dsFv A26 sobre la produccion de citocinas a partir de PBMC expuestos a
extracto alérgico de Dermatophagoides pteronyssinus

La figura 10b muestra la capacidad de Fab-dsFv A26 de inhibir la proliferacion de linfocitos T CD4" y CD8" en un
modelo de raton de Hu-NSG

La figura 11a muestra la inhibicion de la unién de OX40L a linfocitos T CD4* OX40" activados humanos por Fab-
dsFv A26

La figura 11b muestra la inhibicién de la union de OX40L a linfocitos T CD4* OX40" activados humanos por Fab'
A26, Fab-dsFv A26, Fab'-PEG A26 y dos controles.
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La figura 12a muestra que el Fab-Fv A26 inhibe la reaccién de linfocitos mixtos (MLR) humana
La figura 12b muestra que el Fab-Fv A26 inhibe la produccion de IFN-gamma durante una MLR humana

La figura 13 muestra que Fab-Fv A26 reduce el porcentaje de linfocitos T CD4+ activados (CD25+) después de
reestimulacién secundaria con antigeno con extracto alérgico de Dermatophagoides pteronyssinus

La figura 14 muestra que Fab-Fv y Fab-PEG administrados antes de la transferencia celular inhibe
dependientemente de la dosis la proliferacion de linfocitos T CD4+ y CD8+ en el modelo de Hu-NSG

La presente invencion se define por las reivindicaciones independientes. Las reivindicaciones dependientes definen
otras realizaciones de la invencion.

El anticuerpo CA044_00026 humanizado anti-OX40, se menciona en este documento como A26.

La molécula de fusion de anticuerpo de la presente divulgacion, mencionada en este documento como Fab-dsFv, se
ilustra en la figura 1. En la presente divulgacion la parte Fab (que comprende la primera region variable de cadena
pesada y ligera y los dominios constantes) se une a OX40 humano y la parte dsFv (que comprende la segunda
region variable de cadena pesada y ligera, unida por un enlace disulfuro) se une a seroalbumina humana. En
particular, la parte Fab comprende las CDR derivadas de un anticuerpo anti-OX40 antagonista y la parte Fv
comprende la regién variable de cadena pesada y ligera de un anticuerpo humanizado antialbumina, y estas
regiones variables de union a albimina estan unidas por un enlace disulfuro.

Por ejemplo, consiguiente, la presente divulgacién proporciona una proteina de fusiéon de anticuerpo biespecifico que
se une a OX40 humana y seroalbumina humana, que comprende:

una cadena pesada que comprende, en secuencia desde el extremo N, un primer dominio variable de cadena
pesada (Vu1), un dominio CH1 y un segundo dominio variable de cadena pesada (Vn2),

una cadena ligera que comprende, en secuencia desde el extremo N, un primer dominio variable de cadena
ligera (V.1), un dominio CL y un segundo dominio variable de cadena ligera (V. 2),

en la que dichas cadenas pesada y ligera se alinean de modo que Vu1 y Vi1 forman un primer sitio de union a
antigeno y Vu2 y V2 forman un segundo sitio de unién a antigeno,

en la que el antigeno unido por el primer sitio de unién a antigeno es OX40 humano y el antigeno unido por el
segundo sitio de unidn a antigeno es seroalbumina humana, en particular

en la que el primer dominio variable de la cadena pesada (Vu1) comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO:
1 para CDR-H1, la secuencia dada en la SEQ ID NO: 2 para CDR-H2 y la secuencia dada en la SEQ ID NO: 3
para CDR-HS3 y el primer dominio variable de la cadena ligera (V1) comprende la secuencia dada en la SEQ ID
NO: 4 para CDR-L1, la secuencia dada en la SEQ ID NO: 5 para CDR-L2 y la secuencia dada en la SEQ ID NO:
6 para CDR-L3,

en la que el segundo dominio variable de la cadena pesada (VH2) tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 11y
el segundo dominio variable de la cadena ligera (Vi.2) tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 12y

el dominio segundo variable de la cadena pesada (Vu2) y el segundo variable de la cadena ligera (V.2) estan
unidos por un enlace disulfuro.

Los restos en los dominios variables de anticuerpo se numeran convencionalmente de acuerdo con un sistema
ideado por Kabat et al. Este sistema se expone en Kabat ef al., 1987, en Sequences of Proteins of Immunological
Interest, US Department of Health and Human Services, NIH, EE. UU. (a partir de ahora en este documento "Kabat
et al., (supra)"). Este sistema de numeracion se usa en la presente memoria descriptiva excepto cuando se indique
lo contrario.

Las denominaciones de restos de Kabat no siempre corresponden directamente con la numeracion lineal de los
restos de aminoacido. La secuencia real de aminodacidos lineal puede contener menos 0 mas aminodacidos que en la
numeracion de Kabat estricta correspondiente a un acortamiento de, o inserciéon en, un componente estructural, sea
una regién estructural o determinante de complementariedad (CDR), de la estructura de dominio variable basica. La
numeracion de Kabat correcta de los restos puede determinarse para un anticuerpo dado por alineacién de los
restos de homologia en la secuencia del anticuerpo con una secuencia numerada de Kabat "convencional”.

Las CDR del dominio variable de cadena pesada estan ubicadas en los restos 31-35 (CDR-H1), restos 50-65 (CDR-
H2) y restos 95-102 (CDR-H3) de acuerdo con el sistema de numeracién de Kabat. Sin embargo, de acuerdo con
Chothia (Chothia, C. y Lesk, A.M. J. Mol. Biol., 196, 901-917 (1987)), el bucle equivalente a CDR-H1 se extiende
desde el resto 26 hasta el resto 32. Por tanto, salvo que se indique de otro modo "CDR-H1" como se emplea en este
documento pretende hacer referencia a los restos 26 a 35, como se describe por una combinacién del sistema de
numeracion de Kabat y la definicién de bucles topolégicos de Chothia.

Las CDR del dominio variable de cadena ligera estan ubicadas en los restos 24-34 (CDR-L1), restos 50-56 (CDR-L2)
y restos 89-97 (CDR-L3) de acuerdo con el sistema de numeracion de Kabat.
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La proteina de fusion biespecifica de la presente divulgacion comprende un fragmento Fab del anticuerpo
antagonista anti-OX40 previamente descrito en el documento WO 2010/096418. Como se usa en este documento, el
término "antagonista" describe una proteina de fusion de anticuerpo que puede inhibir y/o neutralizar la actividad de
sefalizacion bioldgica de OX40, por ejemplo, bloqueando la unién o reduciendo sustancialmente la uniéon de OX40 al
ligando de OX40 y, por tanto, inhibiendo la activacion de OX40.

El cribado de anticuerpos para identificar aquellos que se unen a OX40 puede realizarse usando ensayos para medir
la union a OX40 humano y/o ensayos para medir la capacidad de bloquear la unién de OX40 a su ligando, OX40L.
Un ejemplo de un ensayo de unién es un ELISA, en particular, usando una proteina fusion de OX40 humano y Fc
humano, que se inmoviliza en placas, y empleando un anticuerpo secundario conjugado para detectar el anticuerpo
anti-OX40 unido a la proteina de fusién. Un ejemplo de un ensayo de blogueo es un ensayo basado en citometria de
flujo que mide el bloqueo de la proteina de fusién del ligado de OX40 que se une a OX40 en células CD4 humanas.
Se usa un anticuerpo secundario marcado de forma fluorescente para detectar la cantidad de proteina de fusion de
ligando de OX40 que se une a la célula. Este ensayo busca una reduccion en la sefial ya que el anticuerpo en el
sobrenadante bloquea la unién de la proteina de fusion de ligando a OX40. Un ejemplo adicional de un ensayo de
bloqueo es un ensayo donde el bloqueo de la coestimulaciéon de linfocitos T humanos virgenes mediada por la
proteina de fusion del ligado de OX40 recubierta sobre una placa se mide midiendo la incorporacion de timidina
tritiada.

En la presente divulgacién, las regiones variables estan humanizadas. Los anticuerpos humanizados (que incluyen
anticuerpos de CDR injertadas) son moléculas de anticuerpo que tienen una o mas regiones determinantes de
complementariedad (CDR) de una especie no humana y una regién estructural de una molécula de inmunoglobulina
humana (véase, por ejemplo, el documento US 5 585 089; el documento WO 91/09967). Se apreciara que puede ser
necesario unicamente transferir los restos determinantes de especificidad de las CDR en lugar de la CDR completa
(véase, por ejemplo, Kashmiri et al., 2005, Methods, 36, 25-34). Los anticuerpos humanizados pueden comprender
ademas opcionalmente uno o0 mas restos estructurales derivados de la especie no humana de la que se obtienen las
CDR.

En la presente divulgacién, las CDR de Vu1 y Vi1 se obtiene del anticuerpo conocido como A26, descrito en el
documento WO 2010/096418. Por ejemplo, consiguiente, en la proteina de fusién de anticuerpo biespecifico de la
presente divulgacion, el primer dominio variable de la cadena pesada (Vx1) comprende la secuencia dada en la SEQ
ID NO: 1 para CDR-H1, la secuencia dada en la SEQ ID NO: 2 o en la SEQ ID NO: 23 para CDR-H2 y la secuencia
dada en la SEQ ID NO: 3 para CDR-H3 y el primer dominio variable de la cadena ligera (V.1) comprende la
secuencia dada en la SEQ ID NO: 4 o en la SEQ ID NO: 24 para CDR-L1, la secuencia dada en la SEQ ID NO: 5
para CDR-L2 y la secuencia dada en la SEQ ID NO: 6 para CDR-L3.

Se apreciara que puede hacerse una o mas sustituciones, adiciones y/o eliminaciones de aminoacido a las CDR
proporcionadas por la presente divulgacion sin alterar significativamente la capacidad del anticuerpo de unirse a
OX40 y de neutralizar la actividad de OX40. En efecto de cualquier sustitucion, adicion y/o eliminacion de
aminoacido puede ensayarse facilmente por un experto en la materia, por ejemplo, usando los métodos descritos en
el documento WO 2010/096418, para determinar la unién de OX40 y la inhibicidén de la interaccion de OX40/0X40L.
Por ejemplo, consiguiente, la presente divulgacién proporciona un anticuerpo biespecifico que tiene especificidad por
0OX40 humano que comprende CDRH-1 (SEQ ID NO: 1), CDRH-2 (SEQ ID NO: 2), CDRH-3 (SEQ ID NO: 3), CDRL-
1 (SEQ ID NO: 4), CDRL-2 (SEQ ID NO: 5) y CDRL-3 (SEQ ID NO: 6) como se muestra en la figura 2(c), por
ejemplo, en que uno o mas aminodcidos, por ejemplo, 1 0 2 aminoacidos en un una o mas de las CDR, se han
sustituido con otro aminoécido, tal como un aminodcido similar como se define en este documento a continuacién.

En un ejemplo, una proteina de fusion de anticuerpo biespecifico de la presente divulgacién comprende una cadena
pesada, en la que el primer dominio variable de la cadena pesada comprende tres CDR en las que la secuencia de
CDRH-1 tiene al menos un 90 % de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 1, CDRH-2 tiene
al menos un 90 % de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 2 y/o CDRH-3 tiene al menos un
90 % de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 3. En otro ejemplo, una proteina de fusién de
anticuerpo biespecifico de la presente divulgacion comprende una cadena pesada, en la que el dominio variable de
la cadena pesada comprende tres CDR en las que la secuencia de CDRH-1 tiene al menos un 95 % o un 98 % de
identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 1, CDRH-2 tiene al menos un 95 % o un 98 % de
identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 2 y/o CDRH-3 tiene al menos un 95 % o un 98 % de
identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 3.

"Identidad", como se usa en este documento, indica que, en cualquier posicion particular en las secuencias
alineadas, el resto de aminoéacido es idéntico entre las secuencias. "Similitud", como se usa en este documento,
indica que, en cualquier posicion particular en las secuencias alineadas, el resto de amino&cido es de un tipo similar
entre las secuencias, por ejemplo, la leucina puede sustituirse por isoleucina o valina. Otros aminoacidos que a
menudo pueden sustituirse por otro incluyen, aunque sin limitacion:

- fenilalanina, tirosina y triptéfano (aminoacidos que tienen cadenas laterales aroméaticas);
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- lisina, arginina e histidina (amino&cidos que tienen cadenas laterales basicas);

- aspartato y glutamato (aminoacidos que tienen cadenas laterales acidas);

- asparagina y glutamina (aminoacidos que tiene cadenas laterales amida); y

- cisteina y metionina (aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre). Los grados de identidad
y similitud pueden calcularse facilmente (Computational Molecular Biology, Lesk, A.M., ed., Oxford University Press,
Nueva York, 1988; Biocomputing. Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, Nueva York,
1993; Computer Analysis of Sequence Data, Parte 1, Griffin, A.M., y Griffin, H.G., eds., Humana Press, Nueva
Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987, Sequence Analysis
Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991, el programa informatico BLAST™
disponible en NCBI (Altschul, S.F. et al., 1990, J. Mol. Biol. 215:403-410; Gish, W. y States, D.J. 1993, Nature Genet.
3:266-272. Madden, T.L. et al.,, 1996, Meth. Enzymol. 266:131-141; Altschul, S.F. et al., 1997, Nucleic Acids Res.
25:3389-3402; Zhang, J. y Madden, T.L. 1997, Genome Res. 7:649-656).

En otro ejemplo, una proteina de fusién de anticuerpo biespecifico de la presente divulgacion comprende una
cadena ligera, en la que el primer dominio variable de la cadena ligera comprende tres CDR en las que la secuencia
de CDRL-1 tiene al menos un 90 % de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 4, CDRL-2
tiene al menos un 90 % de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 5 y/o CDRL-3 tiene al
menos un 90 % de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 6. En otro ejemplo, una proteina de
fusién de anticuerpo biespecifico de la presente divulgacion comprende una cadena ligera, en la que el primer
dominio variable de la cadena ligera comprende tres CDR en las que la secuencia de CDRL-1 tiene al menos un
95 % o0 un 98 % de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 4, CDRL-2 tiene al menos un 95 %
0 un 98 % de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 5 y/o CDRL-3 tiene al menos un 95 % o
un 98 % de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 6.

En un ejemplo, la parte Fab de la proteina de fusién de anticuerpo biespecifico proporcionada por la presente
divulgacién es una molécula de anticuerpo humanizada o de CDR injertadas que comprende una o mas de las CDR
proporcionadas en la SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5 y/o 6 (figura 2 (c)) o variantes de las mismas. Como se usa en este
documento, la expresién "molécula de anticuerpo de CDR injertadas” se refiere a una molécula de anticuerpo en la
que la cadena pesada y/o ligera contiene una o mas CDR (incluyendo, si se desea, una o mas CDR modificadas) de
un anticuerpo donador (por ejemplo, un anticuerpo monoclonal murino) injertado en una estructura de regién variable
de cadena pesada y/o ligera de un anticuerpo aceptador (por ejemplo, un anticuerpo humano). Para una revision,
véase Vaughan et al, Nature Biotechnology, 16, 535-539, 1998. En un ejemplo, en lugar de transferirse la CDR
completa, se transfieren GUnicamente uno o mas de los restos determinantes de especificidad de una cualquiera de
las CDR descritas en este documento anteriormente a la estructura de anticuerpo humano (véase, por ejemplo,
Kashmiri et al., 2005, Methods, 36, 25-34). En un ejemplo, se transfieren Gnicamente los restos determinantes de
especificidad de una o méas de las CDR descritas en este documento anteriormente a la estructura de anticuerpo
humano. En otro ejemplo, se transfieren Unicamente los restos determinantes de especificidad de cada una de las
CDR descritas en este documento anteriormente a la estructura de anticuerpo humano.

Cuando las CDR o restos determinantes de especificidad se injertan, puede usarse cualquier secuencia estructural
de region variable aceptadora apropiada que esté relacionada con la clase/tipo del anticuerpo donador del que se
obtienen las CDR, incluyendo regiones estructurales de ratén, primate y ser humano. Adecuadamente, el anticuerpo
de CDR injertadas de acuerdo con la presente divulgacion tiene un dominio variable que comprende regiones
estructurales aceptadoras humanas, asi como una o mas de las CDR o restos determinantes de especificidad
descritos anteriormente. Por tanto, en un ejemplo se proporciona un anticuerpo de CDR injertadas neutralizante en
el que el dominio variable comprende regiones estructurales aceptadoras humanas y CDR donadoras no humanas.

Ejemplos de estructuras humanas que pueden usarse en la presente divulgacién son KOL, NEWM, REI, EU, TUR,
TEI, LAY y POM (Kabat et al., supra). Por ejemplo, KOL y NEWM pueden usarse para la cadena pesada, RE| puede
usarse para la cadena ligera y EU, LAY y POM pueden usarse tanto para la cadena pesada como para la cadena
ligera. Como alternativa, pueden usarse secuencias de la linea germinal humana; estas estan disponibles en:
http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/

En un anticuerpo de CDR injertadas de la presente divulgacion, las cadenas pesada y ligera aceptadoras no tienen
que obtenerse necesariamente del mismo anticuerpo vy, si se desea, pueden comprender cadenas compuestas que
tienen regiones estructurales derivadas de diferentes cadenas.

Una regién estructural adecuada para el primer dominio variable de cadena pesada (VH1) de la presente divulgacion
se obtiene de la secuencia 1-3 3-07 del subgrupo VH3 humano junto con JH4. Una regién estructural adecuada para
la cadena ligera para el primer dominio variable de cadena ligera (VL1) se obtiene de la secuencia 2-1 1-02 del
subgrupo VK1 de la linea germinal humana junto con JK4.

Ademas, en una regién variable de anticuerpo de CDR injertadas de la presente divulgacion, las regiones
estructurales no tienen que tener exactamente la misma secuencia que las del anticuerpo aceptador. Por ejemplo,
pueden cambiarse restos inusuales por restos que aparecen de forma mas frecuente para esa clase o tipo de
cadena aceptadora. Como alternativa, pueden cambiarse restos seleccionados en las regiones estructurales
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aceptadoras de modo que correspondan con el resto encontrado en la misma posicién en el anticuerpo donador
(véase, Reichmann et al., 1998, Nature, 332, 323-324). Dichos cambios deben mantenerse al minimo necesario para
recuperar la afinidad del anticuerpo donador. Un protocolo para seleccionar restos en las regiones estructurales
aceptadoras que pueden tener que cambiarse se expone en el documento WO 91/09967.

Adecuadamente, en la primera region variable de cadena pesada (VH1) de la presente divulgacion, si la cadena
pesada aceptadora tiene la secuencia 1-3 3-07 de VH3 humana junto con JH4, entonces las regiones estructurales
aceptadoras de la cadena pesada comprenden, ademdas de una o mas CDR donadoras, un resto donador en al
menos una de las posiciones 37, 73, 78 o 94 (de acuerdo con Kabat et al., (supra)). Por ejemplo, consiguiente, se
proporciona una proteina de fusidén de anticuerpo biespecifico, en la que al menos los restos en las posiciones 37,
73, 78 y 94 del primer dominio variable de la cadena pesada son restos donadores.

Adecuadamente, en la primera regién variable de cadena ligera (VL1) de la presente divulgacion, si la cadena ligera
aceptadora tiene la secuencia 2-1 1-02 del subgrupo VK1 humano junto con JK4, entonces las regiones
estructurales aceptadoras de la cadena ligera comprenden, ademas de una o mas CDR donadoras, un resto
donador en al menos una de las posiciones 64 o 71. Por ejemplo, consiguiente, se proporciona una proteina de
fusién de anticuerpo biespecifico en la que al menos los restos en las posiciones 64 y 71 del primer dominio variable
de la cadena ligera son restos donadores.

Los restos donadores son restos del anticuerpo donador, es decir, el anticuerpo del que se obtienen originalmente
las CDR.

En un ejemplo, una proteina de fusion de anticuerpo biespecifico de la presente divulgacién comprende una cadena
pesada, en la que el primer dominio variable de la cadena pesada (Vu1) comprende la secuencia dada en la figura 2
(o) SEQ ID NO: 8.

Se apreciard que pueden hacerse sustituciones, adiciones y/o eliminaciones de uno o mas aminoacidos, por
ejemplo, 1 o 2 aminoacidos, al primer dominio variable de cadena pesada y ligera, proporcionados por la presente
divulgacion, sin alterar significativamente la capacidad de la proteina de fusién de anticuerpo de unirse a OX40 y de
neutralizar la actividad de OX40. El efecto de cualquier sustitucion, adicién y/o eliminacion de aminoacido puede
ensayarse facilmente por un experto en la materia, por ejemplo, usando los métodos descritos en el documento
WO 2010/096418, para determinar la uniéon a OX40 y el bloqueo de ligando.

En un ejemplo, una proteina de fusion de anticuerpo biespecifico de la presente divulgacién comprende una cadena
pesada, en la que el primer dominio variable de la cadena pesada comprende una secuencia que tiene al menos un
60 % de identidad o similitud con la secuencia dada en la figura 2(b) SEQ ID NO: 8. En un ejemplo, una proteina de
fusion de anticuerpo de la presente divulgacién comprende una cadena pesada (VH1), en la que el primer dominio
variable de la cadena pesada comprende una secuencia que tiene al menos un 70 %, 80 %, 90 %, 95 % 0 98 % de
identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 8.

En un ejemplo, una proteina de fusion de anticuerpo biespecifico de la presente divulgacién comprende una cadena
ligera, en la que el primer dominio variable de la cadena ligera (VL1) comprende la secuencia dada en la figura 2 (a)
SEQID NO: 7.

En otro ejemplo, una proteina de fusién de anticuerpo biespecifico de la presente divulgacion comprende una
cadena ligera, en la que el primer dominio variable de la cadena ligera comprende una secuencia que tiene al menos
un 60 % de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 7. En un ejemplo, la proteina de fusion de
anticuerpo de la presente divulgaciéon comprende una cadena ligera, en la que el primer dominio variable de la
cadena ligera comprende una secuencia que tiene al menos un 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o0 98 % de identidad o
similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 7.

En un ejemplo, una proteina de fusion de anticuerpo biespecifico de la presente divulgacién comprende una cadena
pesada, en la que el primer dominio variable de la cadena pesada (VH1) comprende la secuencia dada en la SEQ ID
NO: 8 y una cadena ligera, en la que el primer dominio variable de la cadena ligera (VL1) comprende la secuencia
dada enla SEQ ID NO: 7.

En otro ejemplo de la divulgacion, la proteina de fusion de anticuerpo comprende una cadena pesada y una cadena
ligera, en la que el primer dominio variable de la cadena pesada comprende una secuencia que tiene al menos un
60 % de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 8 y el primer dominio variable de la cadena
ligera comprende una secuencia que tiene al menos un 60 % de identidad o similitud con la secuencia dada en la
SEQ ID NO: 7. Adecuadamente, la proteina de fusion de anticuerpo comprende una cadena pesada, en la que el
primer dominio variable de la cadena pesada comprende una secuencia que tiene al menos un 70 %, 80 %, 90 %,
95 % 0 98 % de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 8 y una cadena ligera, en la que el
primer dominio variable de la cadena ligera comprende una secuencia que tiene al menos un 70 %, 80 %, 90 %,
95 % 0 98 % de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 7.
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En la proteina de fusién de anticuerpo biespecifico de la presente divulgacion, la cadena pesada comprende un
dominio CH1 y la cadena ligera comprende un dominio CL, kappa o lambda.

En un ejemplo, una proteina de fusion de anticuerpo biespecifico de la presente divulgacién comprende una cadena
pesada, en la que la cadena pesada comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 10 y una cadena ligera, en la
que la cadena ligera comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 9.

Se apreciard que pueden hacerse sustituciones, adiciones y/o eliminaciones de uno o mas aminoacidos, por
ejemplo, 1 0 2 aminoacidos, a los dominios variables y/o constantes del anticuerpo proporcionados por la presente
divulgacion sin alterar significativamente la capacidad del anticuerpo de unirse a OX40 y de neutralizar la actividad
de OX40. El efecto de cualquier sustitucion, adicion y/o eliminacién de aminoacido puede ensayarse facilmente por
un experto en la materia, por ejemplo, usando los métodos descritos en el documento WO 2010096418, para
determinar determine la unién a OX40 y el bloqueo de la interaccion de OX40/0OX40L.

En un ejemplo de la divulgacion, la proteina de fusién de anticuerpo comprende una cadena pesada, en la que los
dominios VH1 y CH1 de cadena pesada comprenden una secuencia que tiene al menos un 60 % de identidad o
similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 10. Adecuadamente, la fusién de anticuerpo comprende una
cadena pesada, en la que los dominios VH1 y CH1 de la cadena pesada comprenden una secuencia que tiene al
menos un 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o0 98 % de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 10.

En un ejemplo, una molécula de fusiébn de anticuerpo biespecifico de acuerdo con la presente divulgacion
comprende una cadena ligera que comprende la secuencia dada en la figura 2(d), SEQ ID NO: 9.

En un ejemplo de la divulgacién, la proteina de fusién de anticuerpo comprende una cadena ligera, en la que los
dominios V1 y CH1 de la cadena ligera comprenden una secuencia que tiene al menos un 60 % de identidad o
similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 9. Por ejemplo, la proteina de fusion de anticuerpo comprende una
cadena ligera, en la que los dominios VL1 y CL de la cadena ligera comprenden una secuencia que tiene al menos
un 70 %, 80 %, 90 %, 95 % 0 98 % de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 9.

El segundo antigeno unido por la proteina de fusion de anticuerpo biespecifico de la presente divulgacion es
seroalbimina humana. Esta se une por la parte Fv del Fab-dsFv que esta compuesto del segundo dominio variable
de cadena pesada y ligera, V42 y V2. En la presente divulgacion, Vu2 y V2 se obtienen de uno de los anticuerpos
descritos en el documento WO 2010/035012 y representan un injerto mejorado, mas humano, de ese anticuerpo.

En un ejemplo, el segundo dominio variable de cadena pesada (Vx2) tiene la secuencia dada en la figura 3(a) SEQ
ID NO: 11.

En un ejemplo, el segundo dominio variable de cadena ligera (V. 2) tiene la secuencia dada en la figura 3(b) SEQ ID
NO: 12.

Por consiguiente, la presente divulgacion proporciona una proteina de fusion de anticuerpo biespecifico que se une
a OX40 humano y seroalbumina humana, que comprende:

una cadena pesada que comprende, en secuencia desde el extremo N, un primer dominio variable de cadena
pesada (Vu1), un dominio CH1 y un segundo dominio variable de cadena pesada (Vn2),

una cadena ligera que comprende, en secuencia desde el extremo N, un primer dominio variable de cadena ligera
(VL1), un dominio CL y un segundo dominio variable de cadena ligera (V. 2),

en la que dicha cadena pesada y ligera se alinean de modo que Vu1 y Vi1 formen un primer sitio de unién a
antigeno y Vu2 y V2 formen un segundo sitio de unién a antigeno,

en la que el antigeno unido por el primer sitio de unién a antigeno es OX40 humano y el antigeno unido por el
segundo sitio de unién a antigeno es seroalbumina humana,

en la que el primer dominio variable de la cadena pesada (Vu1) comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 1
para CDR-H1, la secuencia dada en la SEQ ID NO: 2 para CDR-H2 y la secuencia dada en la SEQ ID NO: 3 para
CDR-H3 y el primer dominio variable de la cadena ligera (V.1) comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 4
para CDR-L1, la secuencia dada en la SEQ ID NO: 5 para CDR-L2 y la secuencia dada en la SEQ ID NO: 6 para
CDR-L3,

en la que el segundo dominio variable de cadena pesada (VH2) tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 11 y el
segundo dominio variable de cadena ligera (V.2) tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 12y

el segundo dominio variable de cadena pesada (Vu2) y el segundo dominio variable de cadena ligera (Vi2) estan
unidos por un enlace disulfuro.

Preferiblemente, el dominio CH1 y el segundo dominio variable de cadena pesada (V12) estan conectados mediante
un conector y el dominio CL y el segundo dominio variable de cadena ligera (V. 2) estdn conectados mediante un
conector. Puede usarse cualquier secuencia conectora peptidica adecuada y estas pueden ser iguales en cada
cadena o diferentes. Los conectores adecuados se han descrito previamente en el documento WO 2010/035012. Se
muestran ejemplos de conectores adecuados en la figura 3 (¢) y (d). En un ejemplo, el conector entre el dominio
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CH1 y el segundo dominio variable de cadena pesada (V12) comprende o consiste en la secuencia dada en la figura
3 (c) SEQ ID NO: 13. En un ejemplo, el conector entre el dominio CH1 y el segundo dominio variable de cadena
pesada (Vu2) comprende o consiste en la secuencia dada en la figura 3 (c) SEQ ID NO: 14. En un ejemplo, el
conector entre el dominio CL y el segundo dominio variable de cadena ligera (V.2) comprende o consiste en la
secuencia dada en la figura 3(d) SEQ ID NO: 14.

En un ejemplo, el conector en la cadena ligera es una secuencia de 15 aminoacidos, en particular,
GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 29).

En un ejemplo, el conector en la cadena pesada es una secuencia de 16 aminodacidos, en particular,
SGGGGSGGGGTGGGGS (SEQ ID NO: 30).

En un ejemplo, la presente divulgacién proporciona una proteina de fusién de anticuerpo biespecifico en que la
cadena pesada comprende o consiste en la secuencia dada en la figura 3(e) (SEQ ID NO: 15) y la cadena ligera
comprende o consiste en la secuencia dada en la figura 3(f) (SEQ ID NO: 16).

En un ejemplo de la divulgacion, la proteina de fusién de anticuerpo biespecifico comprende una cadena pesada y
una cadena ligera, en la que la cadena pesada comprende una secuencia que tiene al menos un 60 % de identidad
o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 15 y la cadena ligera comprende una secuencia que tiene al
menos un 60 % de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 16. Generalmente, la fusion de
anticuerpo comprende una cadena pesada, en la que la cadena pesada comprende una secuencia que tiene al
menos un 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o0 98 % de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 15y una
cadena ligera, en la que la cadena ligera comprende una secuencia que tiene al menos un 70 %, 80 %, 90 %, 95 %
0 98 % de identidad o similitud con la secuencia dada en la SEQ ID NO: 16.

Las moléculas de fusién de anticuerpo de la presente divulgacion tienen adecuadamente una alta afinidad de unién,
en particular afinidad picomolar por OX40 human y afinidad nanomolar por seroalbdmina humana. La afinidad puede
medirse usando cualquier método adecuado conocido en la técnica, incluyendo resonancia de plasmones
superficiales, por ejemplo, BlAcore™, como se describe para OX40 en el documento WO 2010096418 y
seroalbumina en el documento WO 2010/035012, usando OX40 natural o recombinante aislado o seroalbumina o
una proteina/polipéptido de fusién adecuado.

En un ejemplo, la afinidad se mide usando dominio extracelular de OX40 humano recombinante como se describe
en el documento WO 2010/096418. En un ejemplo, el dominio extracelular de OX40 humano recombinante usado es
un dimero, por ejemplo, un dimero de fusién de Fc. Adecuadamente, las moléculas de fusion de anticuerpo de la
presente divulgacion tienen una afinidad de unién por OX40 humano aislado de aproximadamente 200 pM o menos.
En un ejemplo, la molécula de anticuerpo de la presente divulgacion tiene una afinidad de unién de
aproximadamente 100 pM o menos. En un ejemplo, la molécula de anticuerpo de la presente divulgacion tiene una
afinidad de unién de aproximadamente 50 pM o menos. En un ejemplo, la molécula de fusién de anticuerpo de la
presente divulgacién tiene una afinidad de unién de aproximadamente 40 pM 0 menos.

Las moléculas de fusion de anticuerpo de la presente divulgacién tienen adecuadamente una alta afinidad de union
por OX40 humano expresado en la superficie de linfocitos T activados, por ejemplo, afinidad nanomolar o picomolar.
La afinidad puede medirse usando cualquier método adecuado conocido en la técnica, incluyendo el método descrito
en el documento WO 2010096418 usando linfocitos T humanos CD4" OX40" activados. En particular, las moléculas
de fusion de anticuerpo de la presente divulgaciéon tienen una afinidad de unién por OX40 humano expresado en
superficie celular de aproximadamente 2 nM o mejor. En un ejemplo, las moléculas de anticuerpo de la presente
divulgacion tienen una afinidad de unién por OX40 humano expresado en superficie celular de aproximadamente
1 nM o mejor. En otro ejemplo, las moléculas de anticuerpo de la presente divulgacion tienen una afinidad de union
por OX40 humano expresado en superficie celular de aproximadamente 0,5 nM o mejor. En otro ejemplo, las
moléculas de anticuerpo de la presente divulgacion tienen una afinidad de unién por OX40 humano expresado en
superficie celular de aproximadamente 0,2 nM o mejor.

Adecuadamente, las moléculas de fusion de anticuerpo de la presente divulgacion tienen una afinidad de unién por
seroalbimina humana aislada de aproximadamente 50 nM o menos. Adecuadamente, las moléculas de fusion de
anticuerpo de la presente divulgaciéon tienen una afinidad de unién por seroalbimina humana aislada de
aproximadamente 20 nM o menos. En un ejemplo, la molécula de anticuerpo de la presente divulgacién tiene una
afinidad de unién de aproximadamente 10 nM o menos. En un ejemplo, la molécula de anticuerpo de la presente
divulgacion tiene una afinidad de unién de aproximadamente 5 nM o menos. En un ejemplo, la molécula de fusién de
anticuerpo de la presente divulgacion tiene una afinidad de unién de aproximadamente 2 nM o menos.

Las moléculas de fusién de anticuerpo de la presente divulgacion pueden unirse a seroalbimina humana y
seroalbimina de macaco, raton y rata. En un ejemplo, la proteina de fusidén de anticuerpo de la presente divulgacion
se une a seroalbumina de macaco con una afinidad de 5 nM o menos. En un ejemplo, la proteina de fusiéon de
anticuerpo de la presente divulgacion se une a seroalbumina de ratén con una afinidad de 5 nM o menos.
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Las moléculas de fusion de anticuerpo de la presente divulgacion pueden unirse a OX40 humano y seroalbdmina
humana simultdaneamente.

De forma ventajosa, las moléculas de fusion de la presente divulgacién tienen una alta afinidad por OX40 y también
tienen una semivida adecuada in vivo para que sean terapéuticamente Utiles, por ejemplo, la semivida esta en el
intervalo de 5-15 dias, tal como 7-11 dias.

Se apreciara que la afinidad de la proteina de fusion de anticuerpo proporcionada por la presente divulgacion por
OX40 humano y/o seroalbumina humana puede alterarse usando cualquier método adecuado conocido en la
técnica. La presente divulgacion, por lo tanto, también se refiere a variantes de las moléculas de anticuerpo de la
presente divulgacion, que tienen una afinidad mejorada por OX40 o seroalbimina humana. Dichas variantes pueden
obtenerse mediante varios protocolos de maduracién de afinidad, incluyendo mutacion de las CDR (Yang et al., J.
Mol. Biol., 254, 392-403, 1995), reordenamiento de cadenas (Marks et al., Bio/Technology, 10, 779-783, 1992), uso
de cepas mutadoras de E. coli (Low et al., J. Mol. Biol., 250, 359-368, 1996), reordenamiento de ADN (Patten et al.,
Curr. Opin. Biotechnol., 8, 724-733, 1997), presentacion en fagos (Thompson et al., J. Mol. Biol., 256, 77-88, 1996) y
PCR sexual (Crameri et al., Nature, 391, 288-291, 1998). Vaughan et al. (supra) analiza estos métodos de
maduracion de la afinidad.

En un ejemplo, las moléculas de fusion de anticuerpo biespecifico de la presente divulgacion bloquean la interaccion
entre OX40 y OX40L. Se describen numerosos ensayos adecuados para determinar la capacidad de un anticuerpo
de bloquear esta interaccién en el documento WO 2010/096418. En un ejemplo, la presente divulgacion proporciona
una proteina de fusion de anticuerpo que tiene especificidad por OX40 humano que puede inhibir la union de OX40L
humano (ensayado a una concentracion de 2 ug/ ml) a linfocitos T CD4+0OX40+ humanos activados en un 50 % a
una concentracion de menos de 0,5 nM. En un ejemplo, el OX40L humano usado en el ensayo es OX40 humano
natural. En un ejemplo, el OX40 humano usado en el ensayo es OX40 humano recombinante.

Si se desea, un anticuerpo para su uso en la presente divulgacion puede conjugarse con una o mas moléculas
efectoras. Se apreciarda que la molécula efectora puede comprender una Unica molécula efectora o dos 0 mas de
dichas moléculas unidas para formar un Unico resto que pueda adherirse a los anticuerpos de la presente
divulgacion. Cuando se desea obtener un fragmento de anticuerpo unido a una molécula efectora, este puede
prepararse por procedimientos quimicos o de ADN recombinante convencionales en que el fragmento de anticuerpo
se une directamente o0 mediante un agente de acoplamiento a la molécula efectora. Las técnicas para conjugar
dichas moléculas efectoras con anticuerpos son bien conocidas en la técnica (véase, Hellstrom et al., Controlled
Drug Delivery, 2.2 Ed., Robinson et al., eds., 1987, pag. 623-53; Thorpe et al., 1982, Immunol. Rev., 62:119-58 y
Dubowchik et al., 1999, Pharmacology and Therapeutics, 83, 67-123). Procedimientos quimicos particulares
incluyen, por ejemplo, los descritos en los documentos WO 93/06231, WO 92/22583, WO 89/00195, WO 89/01476 y
WO 03/031581. Como alternativa, cuando la molécula efectora es una proteina o polipéptido, la union puede
conseguirse usando procedimientos de ADN recombinante, por ejemplo, como se describe en el documento WO
86/01533 y el documento EP0392745.

La expresion molécula efectora, como se usa en este documento, incluye, por ejemplo, agentes antineoplésicos,
farmacos, toxinas, proteinas biol6gicamente activas, por ejemplo, enzimas, otros anticuerpos o fragmentos de
anticuerpo, polimeros sintéticos o de origen natural, acidos nucleicos y fragmentos de los mismos, por ejemplo,
ADN, ARN y fragmentos de los mismos, radion(clidos, particularmente radioyodo, radiois6topos, metales quelados,
nanoparticulas y grupos indicadores tales como compuestos fluorescentes o compuestos que pueden detectarse be
por RMN o espectroscopia ESR.

Ejemplos de moléculas efectoras pueden incluir citotoxinas o agentes citotéxicos incluyendo cualquier agente que
sea perjudicial para (por ejemplo, destruya) las células. Ejemplos incluyen combrestatinas, dolastatinas, epotilonas,
estaurosporina, maitansinoides, espongistatinas, rizoxina, halicondrinas, roridinas, hemiasterlinas, taxol, citocalasina
B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopésido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, colchicina,
doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxi antracina diona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-
deshidrotestosterona, glucocorticoesteroides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol y puromicina y analogos u
homélogos de los mismos.

Las moléculas efectoras también incluyen, aunque sin limitacion, antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracilo decarbazina), agentes alquilantes (por ejemplo,
mecloretamina, tioepa clorambucilo, melfalan, carmustina (BSNU) y lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan,
dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C y cis-diclorodiamina platino (ll) (DDP) cisplatino), antraciclinas (por
ejemplo, daunorrubicina (antiguamente daunomicina) y doxorrubicina), antibiéticos (por ejemplo, dactinomicina
(antiguamente actinomicina), bleomicina, mitramicina, antramicina (AMC), caliqueamicinas o duocarmicinas), y
agentes antimitéticos (por ejemplo, vincristina y vinblastina).

Otras moléculas efectoras pueden incluir gsolinucleétidos quelados tales como "n y 0y, L', Bismuto®"®,

Californiozsz, Iridio % y Tungstenoms/lzienio1 ; 0 farmacos tales como, aunque sin limitacion, alquilfosfocolinas,
inhibidores de topoisomerasa |, taxoides y suramina. Otras moléculas efectoras incluyen proteinas, péptidos y
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enzimas. Enzimas de interés incluyen, aunque sin limitacién, enzimas proteoliticas, hidrolasas, liasas, isomerasas,
transferasas. Proteinas, polipéptidos y péptidos de interés incluyen, aunque sin limitacién, inmunoglobulinas, toxinas
tales como abrina, ricina A, exotoxina de Pseudomonas o toxina diftérica, una proteina tal como insulina, factor de
necrosis tumoral, interferon a, interferon B, factor de crecimiento de nervios, factor de crecimiento derivado de
plaquetas o activador de plasminégeno tisular, un agente tromboético o un agente antiangiogénico, por ejemplo,
angiostatina o endostatina, o un modificador de la respuesta bioldgica tal como una linfocina, interleucina-1 (IL-1),
interleucina-2 (IL-2), factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), factor estimulador de
colonias de granulocitos (G-CSF), factor de crecimiento de nervios (NGF) u otro factor de crecimiento e
inmunoglobulinas.

Otras moléculas efectoras pueden incluir sustancias detectables Utiles, por ejemplo, en diagnostico. Ejemplos de
sustancias detectables incluyen diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales
luminiscentes, materiales bioluminiscentes, niclidos radioactivos, metales de emision de positrones (para su uso en
tomografia de emision de positrones) y iones metdlicos paramagnéticos no radioactivos. Véase, en general, la
patente de Estados Unidos n.2 4741900 para iones metalicos que pueden conjugarse con anticuerpos para su uso
como agentes de diagndstico. Las enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de rabano rusticano, fosfatasa alcalina,
beta-galactosidasa o acetilcolinesterasa; grupos prostéticos adecuados incluyen estreptavidina, avidina y biotina;
materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
diclorotriazinilamina fluoresceina, cloruro de dansilo y ficoeritrina; materiales luminiscentes adecuados incluyen
luminol; materiales bioluminiscentes adecuados incluyen luciferasa, luciferina y ecuorina; y nuclidos radioactivos
adecuados incluyen "1, ', "In y *#T¢.

Cuando la molécula efectora es un polimero, en general, puede ser un polimero sintético o de origen natural, por
ejemplo, un polimero polialquileno, polialquenileno o polioxialquileno de cadena lineal o ramificada opcionalmente
sustituido o un polisacaridos ramificado o no ramificado, por ejemplo, un homo- o heteropolisacarido.

Los sustituyentes opcionales especificos que pueden estar presentes en los polimeros sintéticos mencionados
anteriormente incluyen uno o mas grupos hidroxi, metilo o metoxi.

Ejemplos especificos de polimeros sintéticos incluyen poli(etilenglicol) de cadena lineal o ramificada,
poli(propilenglicol), poli(alcohol vinilico) o derivados de los mismos opcionalmente sustituidos, especialmente
poli(etilenglicol) opcionalmente sustituido tal como metoxipoli(etilenglicol) o derivados del mismo.

Polimeros de origen natural especificos incluyen lactosa, amilosa, dextrano, glucégeno o derivados de los mismos.

"Derivados", como se usa en este documento, pretende incluir derivados reactivos, por ejemplo, grupos reactivos
selectivos de tiol tales como maleimidas y similares. El grupo reactivo puede unirse directamente o a través de un
segmento conector al polimero. Se apreciara que el residuo de dicho grupo, en algunos casos, formara parte del
producto como grupo conector entre el fragmento de anticuerpo y el polimero.

El tamano del polimero puede variarse segun se desee, pero en general estara en un intervalo de peso molecular
promedio de 500 Da a 50 000 Da, por ejemplo, de 5000 a 40 000 Da tal como de 20 000 a 40 000 Da.

En un ejemplo, las moléculas efectoras adecuadas pueden adherirse a través de cualquier cadena lateral de
aminoacido o grupo funcional de aminoacido terminal disponible ubicado en la proteina de fusiéon de anticuerpo, por
ejemplo, cualquier grupo amino, imino, tiol, hidroxilo o carboxilo libre. Dichos aminoacidos pueden existir de forma
natural en el fragmento de anticuerpo o pueden disefiarse en el fragmento usando métodos de ADN recombinante
(véanse, por ejemplo, los documentos US 5219996; US 5667425; WO 98/25971).

La presente divulgacion también proporciona una secuencia de ADN aislada que codifica la cadena pesada y/o
ligera de una molécula de anticuerpo de la presente divulgacion. Adecuadamente, la secuencia de ADN codifica la
cadena pesada o ligera de una molécula de anticuerpo de la presente divulgacién. La secuencia de ADN de la
presente divulgacién puede comprender ADN sintético, por ejemplo, producido por procesamiento quimico, ADNc,
ADN gendmico o cualquier combinaciéon de los mismos. Las secuencias de ADN que codifican una molécula de
anticuerpo de la presente divulgacién pueden obtenerse por métodos bien conocidos por los expertos en la materia.
Por ejemplo, pueden sintetizarse secuencias de ADN que codifican parte o la totalidad de la cadena pesada y ligera
del anticuerpo segun se desee desde las secuencias de ADN determinadas o basandose en las secuencias de
aminoacidos correspondientes.

El ADN que codifica secuencias estructurales aceptadoras esta ampliamente disponible para los expertos en la
materia y puede sintetizarse facilmente basandose en sus secuencias de aminoacidos conocidas.

Pueden usarse técnicas convencionales de biologia molecular para preparar secuencias de ADN que codifiquen la
molécula de anticuerpo de la presente divulgacion. Las secuencias de ADN deseadas pueden sintetizarse
completamente o en parte usando técnicas de sintesis de oligonucleétidos. Pueden usarse técnicas de mutagénesis
dirigida al sitio y reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) segun lo apropiado.
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Se proporcionan ejemplos de secuencias adecuadas en la figura 5 (a) SEQ ID NO: 21; figura 5 (b) SEQ ID NO: 22;
figura 6 (a) SEQ ID NO: 23; figura 6 (b) SEQ ID NO: 24. Los nucleétidos 1-63 en la SEQ ID NO: 21 y 1-63 en la SEQ
ID NO: 23 codifican la secuencia peptidica sefial de OmpA que se escinde para dar una molécula de fusion de
anticuerpo antagonista de la presente divulgacion. La presente divulgacion también proporciona una secuencia de
ADN aislada que codifica la cadena pesada de una proteina de fusiéon de anticuerpo de la presente divulgacién que
comprende la SEQ ID NO: 21 o SEQ ID NO: 22. La presente divulgacion también proporciona una secuencia de
ADN aislada que codifica la cadena ligera de una molécula de fusion de anticuerpo de la presente divulgacion que
comprende la SEQ ID NO: 23 o SEQ ID NO: 24.

Otros ejemplos de secuencias adecuadas se proporcionan en la figura 7 (a) SEQ ID NO: 25; figura 7 (b) SEQ ID
NO: 26; figura 8 (a) SEQ ID NO: 27; figura 6 (b) SEQ ID NO: 28. Los nucleétidos 1-57 en la SEQ ID NO: 25 y 1-60
en la SEQ ID NO: 27 codifican la secuencia peptidica sefal del anticuerpo B72.3 de raton (Whittle et al., 1987,
Protein Eng. 1(6) 499-505) que se escinde para dar una molécula de fusion de anticuerpo antagonista de la presente
divulgacién. La presente divulgacién también proporciona una secuencia de ADN aislada que codifica la cadena
pesada de una proteina de fusién de anticuerpo de la presente divulgacién que comprende la SEQ ID NO: 25 o SEQ
ID NO: 26. La presente divulgacion también proporciona una secuencia de ADN aislada que codifica la cadena ligera
de una molécula de fusién de anticuerpo de la presente divulgacion que comprende la SEQ ID NO: 27 o SEQ ID
NO: 28.

La presente divulgacion también se refiere a un vector de clonacién o expresién que comprende una o mas
secuencias de ADN de la presente divulgacion. Por consiguiente, se proporciona un vector de expresion o clonacion
que comprende una o mas secuencias de ADN que codifican una proteina de fusién de anticuerpo de la presente
divulgaciéon. Adecuadamente, el vector de clonacion o expresion comprende dos secuencias de ADN, que codifican
la cadena ligera y la cadena pesada de la molécula de anticuerpo de la presente divulgacién, respectivamente.
Adecuadamente, un vector de acuerdo con la presente divulgacion comprende las secuencias dadas en la SEQ ID
NO: 21 y SEQ ID NO: 23. Los nucledtidos 1-63 en la SEQ ID NO: 21 y 1-63 en la SEQ ID NO: 23 codifican la
secuencia peptidica sefial de OmpA.

Los métodos generales por los que los vectores pueden construirse, los métodos de transfeccion y los métodos de
cultivo son bien conocidos por los expertos en la materia. A este respecto, se hace referencia a "Current Protocols in
Molecular Biology", 1999, F. M. Ausubel (ed), Wiley Interscience, Nueva York y el manual de Maniatis producido por
Cold Spring Harbor Publishing.

También se proporciona una célula hospedadora que comprende uno o mas vectores de clonacioén o expresion que
comprenden una o mas secuencias de ADN que codifican una proteina de fusién de anticuerpo de la presente
divulgacion. Puede usarse cualquier sistema de célula hospedadora/vector adecuado para la expresién de las
secuencias de ADN que codifican la molécula de anticuerpo de la presente divulgacion. Pueden usarse sistemas
bacterianos, por ejemplo, de E. coli, y otros microbianos o también pueden usarse sistemas de expresion de células
hospedadoras eucariotas, por ejemplo, de mamifero. Las células hospedadoras de mamifero adecuadas incluyen
células CHO, de mieloma o de hibridoma.

La presente divulgacién también proporciona un proceso para la produccién de una molécula de fusién de
anticuerpo de acuerdo con la presente divulgaciéon, que comprende cultivar una célula hospedadora que contiene un
vector de la presente divulgacién en condiciones adecuadas para dar lugar a la expresion de proteina a partir de
ADN que codifica la molécula de anticuerpo de la presente divulgacion, y aislar la molécula de anticuerpo.

Para la produccién de productos que comprende tanto cadena pesada como ligera, la linea celular puede
transfectarse con dos vectores, un primer vector que codifica un polipéptido de cadena ligera y un segundo vector
que codifica un polipéptido de cadena pesada. Como alternativa, puede usarse un Unico vector, incluyendo el vector
secuencias que codifican polipéptidos de cadena ligera y cadena pesada.

Como las proteinas de fusion de anticuerpo de la presente divulgacion son Utiles en el tratamiento y/o profilaxis de
una afecciéon patologica, la presente divulgacion también proporciona una composicién farmacéutica o de
diagnoéstico que comprende una molécula de anticuerpo de la presente divulgacion en combinacion con uno o méas
de un excipiente, diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable. Por consiguiente, se proporciona el uso de una
proteina de fusién de anticuerpo de la divulgacion para la fabricacion de un medicamento. La composicion
habitualmente se aportara como parte de una composicién farmacéutica estéril que normalmente incluird un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Una composicion farmacéutica de la presente divulgacién puede comprender
adicionalmente un adyuvante farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgacion también proporciona un proceso para la preparacion de una composicion farmacéutica o de

diagnéstico, que comprende afadir o mezclar la molécula de fusion de anticuerpo de la presente divulgacion junto
con uno o mas de un excipiente, diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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La molécula de fusiéon de anticuerpo puede ser el Unico ingrediente activo en la composicion farmacéutica o de
diagndstico o puede estar acompanada por otros ingredientes activos, incluyendo otros ingredientes de anticuerpo,
por ejemplo, anticuerpos anti-TNF, anti-IL-1B, antilinfocitos T, anti-IFNy o anti-LPS, o ingredientes que no son
anticuerpo tales como xantinas. Otros ingredientes activos adecuados incluyen anticuerpos que pueden inducir
tolerancia, por ejemplo, anticuerpos anti-CD3 o anti-CD4.

En un ejemplo adicional, la proteina de fusién de anticuerpo o composicién de acuerdo con la divulgacién se emplea
en combinaciéon con un agente farmacéuticamente activo adicional, por ejemplo, un corticoesteroide (tal como
propionato de fluticasona) y/o un agonista de beta-2 (tal como salbutamol, salmeterol o formoterol) o inhibidores del
crecimiento y la proliferacion celular (tal como rapamicina, ciclofosfamida, metotrexato) o como alternativa un
inhibidor de CD28 y/o CD40. En un ejemplo, el inhibidor es una molécula pequefa. En otro ejemplo, el inhibidor es
un anticuerpo especifico para la diana.

Las composiciones farmacéuticas adecuadamente comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina
de fusion de anticuerpo de la divulgaciéon. La expresién "cantidad terapéuticamente eficaz", como se usa en este
documento, se refiere a una cantidad de un agente terapéutico necesaria para tratar, mejorar o prevenir una
enfermedad o afeccion diana, o para mostrar un efecto terapéutico o preventivo detectable. Para cualquier
anticuerpo, la cantidad terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente en ensayos de cultivo celular o en
modelos animales, habitualmente en roedores, conejos, perros, cerdos o primates. El modelo animal también puede
usarse para determinar el intervalo de concentracion y via de administracién apropiados. Dicha informacién
entonces puede usarse para determinar dosis y vias de administracién Gtiles en seres humanos.

La cantidad terapéuticamente eficaz precisa para un sujeto humano dependera de la gravedad del estado
patolégico, la salud general del sujeto, la edad, peso y género del sujeto, la dieta, tiempo y frecuencia de
administracion, la combinacion o combinaciones de farmacos, las sensibilidades de reaccion y tolerancia/respuesta
al tratamiento. Esta cantidad puede determinarse por experimentacion rutinaria y pertenece a los criterios del
médico. Generalmente, una cantidad terapéuticamente eficaz sera de 0,01 mg/kg a 50 mg/kg, por ejemplo, de 0,1
mg/kg a 20 mg/kg. Las composiciones farmacéuticas pueden presentarse convenientemente en formas monodosis
que contienen una cantidad predeterminada de un agente activo de la divulgacién por dosis.

Las composiciones pueden administrarse individualmente a un paciente o pueden administrarse en combinacion
(por ejemplo, simultaneamente, secuencialmente o por separado) con otros agentes, farmacos u hormonas.

La dosis a la que la molécula de fusién de anticuerpo de la presente divulgacion se administra depende de la
naturaleza de la afeccion a tratar, el grado de la inflamacién presente y de si la molécula de anticuerpo se esta
usando de forma profilactica o para tratar una afeccién existente.

La frecuencia de dosis dependera de la semivida de la molécula de fusiéon de anticuerpo y la duracién de su efecto.
Si la molécula de anticuerpo tiene una semivida corta (por ejemplo, de 2 a 10 horas), puede ser necesario dar una o
mas dosis per dia. Como alternativa, si la molécula de anticuerpo tiene una semivida larga (por ejemplo, de 2 a 15
dias), puede ser necesario Unicamente dar una dosificacion una vez al dia, una vez a la semana o incluso una vez
cada 1 o 2 meses.

El vehiculo farmacéuticamente aceptable no debe inducir por si mismo la produccién de anticuerpos perjudiciales
para el individuo que recibe la composicién y no debe ser toxico. Los vehiculos adecuados pueden ser
macromoléculas grandes, metabolizadas lentamente tales como proteinas, polipéptidos, liposomas, polisacaridos,
acidos polilacticos, acidos poliglicélicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminodacidos y particulas de virus
inactivo.

Pueden usarse sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, sales de acidos minerales, tales como
clorhidratos, bromhidratos, fosfatos y sulfatos, o sales de acidos organicos, tales como acetatos, propionatos,
malonatos y benzoatos.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables en composiciones terapéuticas pueden contener adicionalmente
liquidos tales como agua, solucion salina, glicerol y etanol. Ademas, puede haber presentes sustancias auxiliares,
tales como agentes humectantes o emulsionantes o sustancias tamponantes del pH, en dichas composiciones.
Dichos vehiculos posibilitan que las composiciones farmacéuticas se formulen como comprimidos, pildoras, grajeas,
capsulas, liquidos, geles, jarabes, papillas y suspensiones, para su ingesta por el paciente.

Las formas adecuadas para administracion incluyen formas adecuadas para administracion parenteral, por ejemplo,
por inyeccion o infusién, por ejemplo, por inyeccién en bolo o infusién continua. Cuando el producto es para
inyeccién o infusién, puede adoptar la forma de una suspension, solucién o emulsién en un vehiculo oleoso o
acuoso y puede contener agentes de formulacién, tales como agentes de suspension, conservantes, estabilizantes
y/o dispersantes. Como alternativa, la molécula de anticuerpo puede estar en forma seca, para su reconstitucion
antes de su uso con un liquido estéril apropiado.
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Una vez formuladas, las composiciones de la divulgacién pueden administrarse directamente al sujeto. Los sujetos a
tratar pueden ser animales. Sin embargo, en uno o mas ejemplos, las composiciones se adaptan para su
administracion a sujetos humanos.

Adecuadamente en formulaciones de acuerdo con la presente divulgacion, el pH de la formulacion final no es similar
al valor del punto isoeléctrico del anticuerpo o fragmento, por ejemplo, si el pH de la formulacion es 7, entonces
puede ser apropiado un pl de 8-9 o por encima. Aunque sin el deseo de limitarse a teoria alguna, se cree esto puede
proporcionar en ultimo lugar una formulacion final con estabilidad mejorada, por ejemplo, el anticuerpo o fragmento
permanece en solucion.

En un aspecto, ventajosamente la molécula de fusion de la presente divulgacion no tiene un pl que corresponde a
una molécula neutra global. Esto hace que la molécula sea menos susceptible a agregacién.

Las composiciones farmacéuticas de esta divulgacion pueden administrarse por innumerables vias incluyendo,
aunque sin limitacién, via oral, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intramedular, intratecal, intraventricular,
transdérmica, transcutdnea (por ejemplo, véase el documento WO 98/20734), subcutanea, intraperitoneal,
intranasal, enteral, topica, sublingual, intravaginal o rectal. También pueden usarse hipoaerosoles para administrar
las composiciones farmacéuticas de la divulgacion. Tipicamente, las composiciones terapéuticas pueden prepararse
como inyectables, como soluciones liquidas o suspensiones. También pueden prepararse formas sélidas adecuadas
para solucién en, o suspension en, vehiculos liquidos antes de su inyeccion.

El suministro directo de las composiciones en general se conseguira mediante inyeccién, por via subcutanea,
intraperitoneal, intravenosa o intramuscular, o se suministrara al espacio intersticial de un tejido. Las composiciones
también pueden administrarse a una lesién. La pauta posologica puede ser una pauta de una dosis 0 una pauta de
multiples dosis.

Se apreciara que el ingrediente activo en la composicion serd una molécula de anticuerpo. Por tanto, sera
susceptible a degradacion en el tubo gastrointestinal. Por tanto, si la composicién a administrar por una via usando
el tubo gastrointestinal, la composicion tendra que contener agentes que protejan el anticuerpo de la degradacién,
pero que liberen el anticuerpo una vez se haya absorbido del tubo gastrointestinal.

Hay un analisis minucioso de vehiculos farmacéuticamente aceptables disponible en Remington's Pharmaceutical
Sciences (Mack Publishing Company, N.J. 1991).

En un ejemplo, la formulacion se proporciona como una formulacion para administraciones tdpicas, incluyendo
inhalacion.

Las preparaciones inhalables adecuadas incluyen polvos inhalables, aerosoles dosificadores que contienen gases
propulsores o soluciones inhalables sin gases propulsores. Los polvos inhalables de acuerdo con la divulgacion que
contienen la sustancia activa pueden consistir Unicamente de las sustancias activas mencionadas anteriormente o
de una mezcla de las sustancias activas mencionadas anteriormente con excipiente fisiolégicamente aceptable.

Estos polvos inhalables pueden incluir monosacaridos (por ejemplo, glucosa o arabinosa), disacaridos (por ejemplo,
lactosa, sacarosa, maltosa), oligo- y polisacaridos (por ejemplo, dextranos), polialcoholes (por ejemplo, sorbitol,
manitol, xilitol), sales (por ejemplo, cloruro de sodio, carbonato de calcio) o mezclas de estos con otro. Se usan
adecuadamente mono- o disacaridos, el uso de lactosa o glucosa, particularmente, pero no exclusivamente en forma
de sus hidratos.

Las particulas para depdsito en el pulmén requieren un tamano de particula de menos de 10 micrémetros, tal como
1-9 micrémetros, por ejemplo, de 0,1 a 5 um, en particular de 1 a 5 um. El tamaro de particula del ingrediente activo
(tal como el anticuerpo o fragmento) es de importancia primordial.

Los gases propulsores que pueden usarse para preparar los aerosoles inhalables son conocidos en la técnica. Los
gases propulsores adecuados se seleccionan entre hidrocarburos tales como n-propano, n-butano o isobutano y
halohidrocarburos tales como derivados clorados y/o fluorados de metano, etano, propano, butano, ciclopropano o
ciclobutano. Los gases propulsores mencionados anteriormente pueden usarse por si mismos o en mezclas de los
mismos.

Los gases propulsores particularmente adecuados son derivados de alcano halogenados seleccionados entre TG
11, TG 12, TG 134a y TG227. De los hidrocarburos halogenados mencionados anteriormente, TG134a (1,1,1,2-
tetrafluoroetano) y TG227 (1,1,1,2,3,3,3-heptafluoropropano) y mezclas de los mismos son particularmente
adecuados.

Los aerosoles inhalables que contienen gas propulsor también pueden contener otros ingredientes tales como

codisolventes, estabilizantes, agentes tensioactivos (tensioactivos), antioxidantes, lubricantes y medios para ajustar
el pH. Todos estos ingredientes son conocidos en la técnica.
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Los aerosoles inhalables que contienen gas propulsor de acuerdo con la divulgacion pueden contener hasta un 5 %
en peso de sustancia activa. Los aerosoles de acuerdo con la divulgacién contienen, por ejemplo, de un 0,002 a un
5 % en peso, de un 0,01 a un 3 % en peso, de un 0,015 a un 2 % en peso, de un 0,1 a un 2 % en peso, de un 0,5 a
un 2 % en peso o de un 0,5 aun 1 % en peso de ingrediente activo.

Como alternativa, las administraciones tépicas al pulmén también pueden ser mediante administracién de una
solucion liquida o formulacion en suspensién, por ejemplo, empleando un dispositivo tal como un nebulizador, por
ejemplo, un nebulizador conectado a un compresor (por ejemplo, el nebulizador Pari LC-Jet Plus(R) conectado a un
compresor Pari Master(R) fabricado por Pari Respiratory Equipment, Inc., Richmond, Va.).

La proteina de fusién de anticuerpo de la divulgacién puede suministrarse dispersado en un disolvente, por ejemplo,
en forma de una solucion o una suspensién. Puede suspenderse en una solucion fisiolégica apropiada, por ejemplo,
soluciéon salina u otro disolvente farmacolégicamente aceptable o una solucion tamponada. Las soluciones
tamponadas conocidas en la técnica pueden contener de 0,05 mg a 0,15 mg de edetato de disodio, de 8,0 mg a
9,0 mg de NaCl, de 0,15 mg a 0,25 mg de polisorbato, de 0,25 mg a 0,30 mg de &cido citrico anhidro, y de 0,45 mg a
0,55 mg de citrato de sodio por 1 ml de agua, para conseguir un pH de aproximadamente 4,0 a 5,0. Una suspension
puede emplear, por ejemplo, anticuerpo liofilizado.

Las suspensiones terapéuticas o formulaciones en solucién también pueden contener uno o mas excipientes. Los
excipientes son bien conocidos en la técnica e incluyen tampones (por ejemplo, tampén citrato, tampdn fosfato,
tampdn acetato y tampoén bicarbonato), aminodcidos, urea, alcoholes, acido ascorbico, fosfolipidos, proteinas (por
ejemplo, seroalbumina), EDTA, cloruro de sodio, liposomas, manitol, sorbitol y glicerol. Las soluciones o
suspensiones pueden encapsularse en liposomas o microesferas biodegradables. La formulacién en general se
proporcionara en una forma sustancialmente estéril empleando procesos de fabricacion estériles.

Esto puede incluir la produccion y esterilizacién por filtracion del disolvente/solucién tamponada usada para la
formulacion, suspensién aséptica del anticuerpo en la solucién de disolvente tamponado estéril y la distribucion de la
formulacion en receptaculos estériles por métodos habituales para los expertos en la materia.

La formulacién nebulizable de acuerdo con la presente divulgacion puede proporcionarse, por ejemplo, como
unidades monodosis (por ejemplo, recipientes de plastico o viales sellados) envasados en envolturas de lamina
metalizada. Cada vial contiene una monodosis en un volumen, por ejemplo, 2 ml, de disolvente/tamp6n de solucion.

Las proteinas de fusion de anticuerpo divulgadas en este documento pueden ser adecuadas para su suministro
mediante nebulizacién.

También se prevé que el anticuerpo de la presente divulgacion puede administrarse mediante el uso de genoterapia.
Para conseguir esto, se introducen secuencias de ADN que codifican la cadena pesada y ligera de la molécula de
anticuerpo bajo el control de componentes de ADN apropiados en un paciente de modo que las cadenas de
anticuerpo se expresen desde las secuencias de ADN y se ensamblen in situ.

La presente divulgacién también proporciona una molécula de fusion de anticuerpo (0 composiciones que
comprenden la misma) para su uso en el control de enfermedades inflamatorias, por ejemplo, enfermedad
inflamatoria aguda o crénica. Adecuadamente, la molécula de anticuerpo (0 composiciones que comprenden la
misma) puede usarse para reducir el proceso inflamatoria o para evitar el proceso inflamatorio. En un ejemplo, se
proporciona una reduccion in vivo de linfocitos T activados, en particular los implicados en respuestas inmunitarias
inflamatorias inapropiadas, por ejemplo, reclutaos a las cercanias/ubicacion de dicha respuesta.

La reduccioén de los linfocitos T activados, como se emplea en este documento, puede ser una reduccion de un 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o mas por ciento en comparacién con antes del tratamiento o sin tratamiento. De forma
ventajosa, el tratamiento con un anticuerpo, fragmento o composicién de acuerdo con la presente divulgacién, puede
permitir la reduccion en el nivel de linfocitos T activados, sin reducir el nivel general en los pacientes de linfocitos T
(linfocitos T inactivados). Esto puede provocar menos efectos secundarios y, posiblemente, puede evitar la
reduccion de linfocitos T en el paciente.

La presente divulgacion también proporciona la molécula de fusion de anticuerpo de la presente divulgacion para su
uso en el tratamiento o profilaxis de un trastorno patolégico que esta mediado por OX40 o asociado con un nivel
aumentado de OX40. La afeccion patolégica puede seleccionarse, por ejemplo, del grupo que consiste en
infecciones (viricas, bacterianas, fungicas y parasitarias), choque endotdxico asociado con infeccion, artritis, artritis
reumatoide, asma, EPOC, enfermedad inflamatoria pélvica, enfermedad de Alzheimer, enfermedad inflamatoria del
intestino, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, enfermedad de Peyronie, enfermedad celiaca, colecistopatia,
enfermedad pilonidal, peritonitis, psoriasis, vasculitis, adhesiones quirdrgicas, apoplejia, diabetes de tipo |,
enfermedad de Lyme, artritis, meningoencefalitis, uveitis autoinmunitaria, trastornos inflamatorios mediados por el
sistema inmunitario del sistema nervioso central y periférico tal como esclerosis multiple, lupus (tal como lupus
eritematoso diseminado y nefritis lUpica) y sindrome de Guillain-Barre, dermatitis atopica, hepatitis autoinmunitaria,
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alveolitis fribrosante, enfermedad de Graves, nefropatia por IgA, purpura trombocitopénica hepatica, enfermedad de
Meniere, pénfigo, cirrosis biliar primaria, sarcoidosis, esclerodermia, granulomatosis de Wegener, otros trastornos
autoinmunitarios, pancreatitis, traumatismo (cirugia), enfermedad de injerto contra hospedador, rechazo de
trasplante, cardiopatia incluyendo enfermedades isquémicas tales como infarto de miocardio, asi como
ateroesclerosis, coagulacion intravascular, resorcion 6sea, osteoporosis, osteoartritis, periodontitis e hipoclorhidria.

En un ejemplo, la proteina de fusion de anticuerpo de acuerdo con la divulgacién se emplea en el tratamiento de
alergia, EPOC, enfermedad autoinmunitaria, artritis reumatoide, asma, enfermedad de injerto contra hospedador,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, diabetes de tipo 1, esclerosis multiple, lupus eritematoso diseminado, nefritis
lupica, miastenia grave, enfermedad de Graves, rechazo de trasplante, granulomatosis de Wegener, parpura de
Henoch-Schonlein, esclerosis diseminada o inflamacién pulmonar inducida por virus.

En un ejemplo, la proteina de fusion de anticuerpo de acuerdo con la divulgacion se emplea en el tratamiento de una
enfermedad seleccionada del grupo que consiste en alergia, EPOC, enfermedad autoinmunitaria, artritis reumatoide,
asma, enfermedad de injerto contra hospedador, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, diabetes de tipo 1,
esclerosis multiple, lupus eritematoso diseminado, nefritis lUpica, miastenia grave, enfermedad de Graves, rechazo
de trasplante, granulomatosis de Wegener, purpura de Henoch-Schonlein, esclerosis diseminada e inflamacion
pulmonar inducida por virus.

La presente divulgacién también proporciona una molécula de fusién de anticuerpo de acuerdo con la presente
divulgacioén para su uso en el tratamiento o profilaxis de dolor, particularmente dolor asociado con inflamacion.

En un ejemplo, el mecanismo a través del que las moléculas de fusion de la presente divulgacién trabajan incluye
uno o mas de inhibicién de proliferaciones o supervivencia de linfocitos T, potenciacién de la generaciéon de TReg,
diferenciacion reducida de linfocitos B y/o produccion disminuida de citocinas.

La presente divulgacion proporciona ademas el uso de una molécula de fusiéon de anticuerpo o composicion de
acuerdo con la presente divulgacién en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o profilaxis de un
trastorno patolégico que estd mediado por OX40 o asociado con un nivel aumentado de OX40, en particular el
trastorno patolégico es artritis reumatoide, asma o EPOC.

La presente divulgacion proporciona ademés el uso de una molécula de anticuerpo, fragmento o composicién de
acuerdo con la presente divulgacion en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o profilaxis de una o
mas indicaciones médicas descritas en este documento.

Una molécula de fusién de anticuerpo o composicién de la presente divulgacion puede utilizarse en cualquier
tratamiento donde se desee reducir los efectos de OX40 en el organismo humano o animal. OX40 puede estar
circulando en el organismo o puede estar presente a un nivel indeseablemente elevado localizado en un sitio
particular en el organismo, por ejemplo, un sitio de inflamacién.

En un ejemplo, la molécula de fusiéon de anticuerpo de la presente divulgacion o una composicion que comprende la
misma se usa para el control de enfermedad inflamatoria, por ejemplo, como se describe en este documento.

La presente divulgacién también proporciona un método de tratamiento de sujetos humanos o animales que
padecen o estan en riesgo de un trastorno mediado por OX40, comprendiendo el método administrar al sujeto una
cantidad eficaz de la molécula de fusion de anticuerpo de la presente divulgacion, o una composicion que
comprende la misma.

En un ejemplo, se proporciona una proteina de fusion de anticuerpo biespecifico purificada que se une a OX40
humano y seroalbumina humana, en forma sustancialmente purificada, en particular libre o sustancialmente libre de
endotoxina y/o proteina o ADN de la célula hospedadora.

La forma purificada, como se usa supra, pretende hacer referencia a al menos un 90 % de pureza, tal como un 91,
92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % p/p 0 mas pura.

En general se pretende que sustancialmente libre de endotoxina haga referencia a un contenido de endotoxina de
1 UE per mg de producto de anticuerpo o menos tal como 0,5 0 0,1 UE por mg de producto.

En general se pretende que sustancialmente libre de proteina o ADN de células hospedadora haga referencia al
contenido de proteina o ADN de la célula hospedadora de 400 pg por mg de producto de anticuerpo o menos, tal
como 100 ug por mg o menos, en particular 20 pug por mg, segun lo apropiado.

La molécula de fusién de anticuerpo de la presente divulgacién también puede usarse en diagndstico, por ejemplo,
en el diagndstico in vivo y formacion de imagenes de estados patoldgicos que implican OX40.
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De forma ventajosa, se cree que las presentes moléculas de fusion son seguras para su administracion a seres
humanos a una dosis terapéutica apropiada, en particular porque no son superagonistas y no es probable que
causen tormenta de citocinas.

Superagonista, como se emplea en este documento, se refiere a un anticuerpo que expandes los linfocitos T en
ausencia de acoplamiento de TCR.

En un ejemplo, Fab-Fv A26 reduce el indice de divisién, que indica que menos células en la poblacién estan
comprometidas para su divisién; este efecto estd mediado presumiblemente por los linfocitos NK que estan
expresando OX40. El indice de divisién representa el nimero promedio de divisiones celulares que una célula en la
poblacién original ha experimentado e incluye las células no divididas.

El indice de proliferacion refleja la proliferacion de la poblacion que responde Unicamente y, en un ejemplo, el efecto
inhibidor de Fab-Fv A26 usando esta medida se reduce relativamente.

Comprendiendo en el contexto de la presente memoria descriptiva pretende indicar incluyendo.
Cuando sea técnica apropiado, los ejemplos de la divulgacion pueden combinarse.

En este documento se describen ejemplos que comprenden determinadas caracteristicas/elementos. La divulgacion
también se amplia a ejemplos diferentes que consisten o consisten esencialmente en dichas
caracteristicas/elementos.

La presente divulgaciéon se describe ademas a modo de ilustracion Unicamente en los siguientes ejemplos, que se
refieren a las figuras adjuntas, en que:

Ejemplos
Figuras en detalle:
Figura 1: Una proteina de fusion de anticuerpo biespecifico de la presente divulgacién, mencionada como Fab-dsFv.

Figura 2:

a) Regién V de cadena ligera de anticuerpo A26 (SEQ ID NO: 7)

b) Regién V de cadena pesada de anticuerpo A26 (SEQ ID NO: 8)

¢) CDRH1 (SEQ ID NO: 1), CDRH2 (SEQ ID NO: 2), CDRH3 (SEQ ID NO: 3), CDRL1 (SEQ ID NO: 4), CDRL2 (SEQ
ID NO: 5) y CDRLS3 (SEQ ID NO: 6) de anticuerpo A26.

d) Cadena ligera de componente Fab de anticuerpo A26 (SEQ ID NO: 9)

e) Cadena pesada de componente Fab de anticuerpo A26 (SEQ ID NO: 10)

Figura 3
a) Cadena pesada de componente Fv antialbumina 645 gHS (SEQ ID NO: 11)
b) Cadena ligera de componente Fv antialbumina 645 gL4 (SEQ ID NO: 12)
) Conector 1 (SEQ ID NO: 13)
) Conector 2 (SEQ ID NO: 14)
) Cadena pesada de Fab-dsFv (SEQ ID NO: 15)
f) Cadena ligera de Fab-dsFv (SEQ ID NO: 16)

c
d
e

Figura 4

a) Dominio variable de cadena pesada 645 g1 (SEQ ID NO: 17)
b) Domino variable de cadena ligera 645 g1 (SEQ ID NO: 18)
c) Fab-dsFv de A26 645 gH1 (SEQ ID NO: 19)

d) Fab-dsFv de A26 645 gL1 (SEQ ID NO: 20)

Figura 5
a) ADN que codifica la cadena pesada del Fab-dsFv incluyendo el lider de OmpA (SEQ ID NO: 21)
b) ADN que codifica la cadena pesada del Fab-dsFv sin el lider de OmpA (SEQ ID NO: 22)

Figura 6
a) ADN que codifica la cadena ligera del Fab-dsFv incluyendo el lider de OmpA (SEQ ID NO: 23)
b) ADN que codifica la cadena ligera del Fab-dsFv son el lider de OmpA (SEQ ID NO: 24)

Figura 7

a) ADN que codifica la cadena pesada del Fab-dsFv incluyendo el lider de B72.3 (SEQ ID NO: 25)
b) ADN que codifica la cadena pesada del Fab-dsFv sin el lider de B72.3 (SEQ ID NO: 26)
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Figura 8
a) ADN que codifica la cadena ligera del Fab-dsFv incluyendo el lider de B72.3 (SEQ ID NO: 27)
b) ADN que codifica la cadena ligera del Fab-dsFv sin el lider de B72.3 (SEQ ID NO: 28)

La figura 9a muestra la unién de Fab-dsFv A26 marcado con AlexaFluor 488 a linfocitos T CD4"0OX40" humanos
activados

La figura 9b muestra la uniéon de Fab' A26, Fab-Fv A26 y Fab' A26-PEG en presencia de un 5 % de HSA en linfocitos
T CD4+, OX40+ humanos activados

La figura 10a muestra el efecto de Fab-dsFv A26 sobre la produccion de citocinas a partir de PBMC expuestos a
extracto alérgico de Dermatophagoides pteronyssinus

La figura 10b muestra la capacidad de Fab-dsFv A26 de inhibir la proliferacion de linfocitos T CD4" y CD8* en un
modelo de ratén de Hu-NSG

La figura 11a muestra la inhibicion de la unién de OX40L a linfocitos T CD4* OX40* humanos activados por Fab-
dsFv A26

La figura 11b muestra la inhibicién de la union de OX40L a linfocitos T CD4* OX40" humanos activados por Fab'
A26, Fab-dsFv A26, Fab' A26-PEG y dos controles.

La figura 12a muestra que Fab-Fv A26 inhibe una reaccion de linfocitos mixtos (MLR) humana
La figura 12b muestra que Fab-Fv A26 inhibe la produccién de IFN-gamma durante una MLR humana

La figura 13 muestra que Fab-Fv A26 reduce el porcentaje de linfocitos T CD4+ (CD25+) activados después de
reestimulacién con antigeno secundario con extracto alérgico de Dermatophagoides pteronyssinus

La figura 14 muestra que Fab-Fv y Fab-PEG administrados antes de la transferencia celular inhibe de forma
dependiente de la dosis la proliferacién de linfocitos T CD4+ y CD8+ en el modelo de Hu-NSG

Manipulaciones de ADN y métodos generales

Se usaron cepas de E. coli competentes para las transformaciones y el crecimiento en cultivo rutinario. Las enzimas
de restriccion y modificacion del ADN se obtuvieron de Roche Diagnostics Ltd. y New England Biolabs. Se realizaron
preparaciones plasmidicas usando kits de purificacion Maxi Plasmid (QIAGEN, catalogo n.® 12165). Las reacciones
de secuenciacion de ADN se realizaron usando el kit de secuenciacion de terminador ABI Prism Big Dye (catalogo
n.2 4304149) y se ejecutaron en un secuenciador automatizado ABI 3100 (Applied Biosystems). Los datos se
analizaron usando el programa Sequencher (Genecodes). Los oligonucleétidos se obtuvieron de Simga o Invitrogen.
Los genes que codifican las secuencias de region V iniciales se construyeron mediante una estrategia de sintesis
automatizada por DNA2.0, y se modificaron para generar las versiones injertadas por mutagénesis dirigida por
oligonucledtido. La concentracién de Fab-Fv se determind por un método de HPLC basado en proteina G.

Ejemplo 1
Generacion y analisis de diferentes injertos de humanizacién de 645 en Fab A26-645dsFv

Se ha descrito previamente el formato de anticuerpo Fab-dsFv (figura 1) (a veces mencionado en este documento
simplemente como Fab-Fv) y un anticuerpo humanizado antialbiumina conocido como "645gH1gL1" en el documento
WO 2010/035012. También se ha descrito previamente la generacion de un anticuerpo humanizado anti-OX40
antagonista conocido como "A26" y un fragmento Fab' PEGilado del mismo en el documento WO 2010/096418. Aqui
se describe la generacion de un nuevo injerto humanizado mejorado del anticuerpo "645" conocido como
645dsgH5gL4 y la generacion de una molécula de anticuerpo Fab-dsFv que incorpora ese injerto en el componente
Fv y las regiones variables de "A26" en el componente Fab. Las regiones variables de A26 se dan en la figura2ay b
(SEQ ID NO: 7 y 8). Las secuencias de region variable y constante de A26 combinadas se dan en la figura 2d y e
(SEQ ID NO: 9y 10).

Las secuencias de 645 gH1 y gL1 se dan en la figura 4(a) y (b), SEQ ID NO: 17 y 18. Cuando se usa el término Fab'-
PEG o Fab' A26-PEG este se refiere al Fab A26-PEG 40K descrito en el documento WO 2010/096418.

1.1 Construccion de plasmidos de Fab A26-645dsFv(gH1gL1) y Fab A26-645dsFv(gH5gL4)conector G4S
La region codificante total de la cadena ligera de Fab A26-645dsFv(gL1) (SEQ ID NO: 20) se cloné en un vector de

expresion de mamifero UCB bajo el control del promotor de HCMV-MIE y la secuencia de poliA de SV40E. La regién
variable de cadena ligera de 645dsFv(gL1) (SEQ ID NO: 18) se muté en 645dsFv(gL4) (SEQ ID NO: 12) mediante
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un método de PCR solapante. La region codificante total de la cadena pesada de Fab A26-645dsFv(gH1) (SEQ ID
NO: 19 se clond en un vector de expresion de mamifero UCB bajo el control del promotor de HCMV-MIE y la
secuencia de poliA de SV40E. La regién variable de cadena pesada de 645dsFv(gH1) (SEQ ID NO: 17) se muté en
645dsFv(gH5) (SEQ ID NO: 11) mediante un método de PCR solapante. Las construcciones se verificaron por
secuenciacion. Ambas construcciones contenian el conector 3xG4S dado en la SEQ ID NO: 14, figura 3(d).

1.2 Expresion en mamifero de Fab A26-645dsFv(gH1gL1) y Fab A26-645dsFv(gH5gL4)

Se transfectaron células HEK293 con los plasmidos de cadena pesada y ligera usando el reactivo de transeccion
293fectin de Invitrogen de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, se incubaron 25 pug de plasmido
de cadena pesada y 25 ug de plasmido de cadena ligera con 100 pl de 293fectin y 1700 ul de medio Optipro durante
20 min a TA. La mezcla entonces se afiadié a 50 x 10° células HEK293 en 50 ml de suspension y se incubé durante
6 dias con agitacion a 37 °C. Después de 6 dias, el sobrenadante se recogié por centrifugacion a 1500xg durante 10
minutos para retirar las células y después se filtrd a esterilidad a 0,22 um.

1.3 Purificacion por proteina G de Fab A26-645dsFv(gH1gL1) y Fab A26-645dsFv(gH5gL4)

Los ~50 ml de sobrenadantes filtrados a 0,22 um se concentraron hasta ~2 ml usando concentradores Amicon
Ultra-15 con una membrana de punto de corte de 10 kDa de peso molecular y centrifugacion a 4000xg en un rotor
oscilante. Se aplicaron 1,8 ml de sobrenadante concentrado a 1 ml/min a una columna de 1 ml de Gammabind Plus
Sepharose (GE Healthcare) equilibrada en fosfato 20 mM, NaCl 40 mM pH 7,4. La columna se lavé con fosfato
20 mM, NaCl 40 mM pH 7,4 y el material unido se eluy6 con glicina 0,1 M/HCI pH 2,7. El pico de elucién se recogio y
el pH se ajusté a ~pH 7 con Tris 2 M/HCI pH 8,5. La eluciéon de pH ajustado se concentrd y diafiliro en fosfato
20 mM, NaCl 150 mM pH 7,4 usando concentradores Amicon Ultra-15 con una membrana de corte de 10 kDa de
peso molecular y centrifugacién a 4000xg en un rotor oscilante, hasta un volumen final de ~0,3 ml.

1.4 Andlisis por exclusion de tamafios de Fab A26-645dsFv(gH1gL1) y Fab A26-645dsFv(gH5gL4)

Las muestras purificadas por proteina G se analizaron por HPLC por exclusién de tamafnos. Las muestras se
separaron en una columna Superdex 200 10/300 GL Tricorn (GE Healthcare) revelada con un gradiente isocratico
de PBS pH 7,4 a 1 ml/min. La deteccion del pico fue a 280 nm y el peso molecular aparente se calcul6 por
comparacién con una curva patrén de proteinas de peso molecular conocido frente al volumen de elucién. Cambiar
el injerto de humanizacién del 645dsFv de gH1gL1 a gH5gL4 provocd un aumento en el porcentaje de mondémero
del Fab A26-645dsFv expresado de un 59 % a un 71 %, un aumento de un 12 %, sin ningln cambio en la estabilidad
térmica del dsFv (datos no mostrados) o en la afinidad de unién del dsFv a HSA (datos no mostrados).

Ejemplo 2
2.1 Cinética BlAcore para Fab A26-dsFv (645gH5gL4) que se une a OX40

En este y todos los ejemplos posteriores el Fab A26-645dsFvgH5gL4 tenia la secuencia de cadena pesada dada en
la SEQ ID NO: 15 (figura 3 (e)) y la secuencia de cadena ligera dada en la SEQ ID NO: 16 (figura 3(f)), es decir, la
cadena pesada contenia el conector G4S, G4T, G4S dado en la SEQ ID NO: 13, figura 3 (c).

Se realiz6 BIA (analisis de interacciones biomoleculares) usando un BlAcore T200 (GE Healthcare). Se inmovilizé un
fragmento F(ab'), purificado por afinidad de cabra anti-lgG humana, especifico de fragmento F(ab')> (Jackson
ImmunoResearch) en un chip detector CM5 mediante quimica de acoplamiento amina a un nivel de captura de
=~5000 unidades de respuesta (UR). Se us6 tampén HBS-EP (HEPES 10 mM pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM,
tensioactivo P20 al 0,05 %, GE Healthcare) como tampén de ejecucion con un caudal de 10 pl/min. Se usé una
inyeccion de 10 pl de Fab' A26 a 0,5 pg/ml o Fab A26-dsFv a 1 ug/ml para la captura mediante el anticuerpo
inmovilizado anti-lgG humana-F(ab').. Se titul6 OX40 humano sobre el A26 capturado a diversas concentraciones
(25 nM a 1,5625 nM) a un caudal de 30 pl/min. La superficie se regeneré mediante 2 x 10 pl de inyeccion de HCI 50
mM, seguido de una inyeccion de 5 pl de NaOH 5 mM a un caudal de 10 pl/min. Se analizaron curvas de unién de
sustraccion del fondo usando el programa informatico T200evaluation (version 1.0) siguiendo procedimientos
convencionales. Los parametros cinéticos se determinaron de partir del algoritmo de ajuste.

Tabla 1

Muestra ka(1/Ms) kd(1/s) KD(M) KD(pM)
Fab' 2,18 £+ 0,38 E+05 | 1,00 E-05 | 4,68E-11 | 46,8
Fab-Fv 2,565 +0,35 E+05 | 1,04 E-05 | 4,12E-11 | 41,2
Fab' PEG | 2,33 £ 0,46 E+05 | 1,12 E-05 | 4,84E-11 | 48,4

Promedio de 4 determinaciones
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2.2 Cinética BlAcore para Fab A26-dsFv (645gH5gL4) que se une a albumina

Se realiz6 BIA (analisis de interacciones biomoleculares) usando un BlAcore T200 (GE Healthcare). Se inmoviliz6 un
fragmento F(ab'); purificado por afinidad de cabra anti-lgG humana, especifico de fragmento F(ab'). (Jackson
ImmunoResearch) en un chip detector CM5 mediante quimica de acoplamiento amina a un nivel de captura de
=~5000 unidades de respuesta (UR). Se us6 tampén HBS-EP (HEPES 10 mM pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM,
tensioactivo P20 al 0,05 %, GE Healthcare) como tampén de ejecucion con un caudal de 10 pl/min. Se usé una
inyeccion de 10 pl de Fab-Fv a 0,75 pg/ml para la captura mediante el anticuerpo inmovilizado anti-lgG humana-
F(ab'")z. Se titul6 seroalbumina humana (HSA), seroalbdmina de ratén (MSA) y seroalbumina de macaco (CSA) sobre
el Fab-Fv capturado a diversas concentraciones (50 nM a 6,25 nM) a un caudal de 30 pl/min. La superficie se
regener6 mediante 2 x 10 pl de inyeccion de HCI 50 mM, seguido de una inyeccién de 5 pyl de NaOH 5 mM a un
caudal de 10 pl/min. Se analizaron curvas de unién de sustraccién del fondo usando el programa informatico
T200evaluation (versién 1.0) siguiendo procedimientos convencionales. Los parametros cinéticos se determinaron a
partir del algoritmo de ajuste.

Tabla 2

Muestra | ka(1/Ms) | kd(1/s) | KD(M) | KD(nM)
HSA 584 E+04 | 1,63 E-04 | 2,93E-09 | 2,93
MSA 8,86 E+04 | 3,68 E-04 | 4,16E-09 | 4,16
CSA 7,1 E+04 | 1,89 E-04 | 2,66E-09 | 2,66

Promedio de 3 determinaciones
2.3 Demostracion de la union de Fab A26-dsFv(645gH5gL4) a OX40 y albumina simultaneamente

Se evalud la unién simultanea de OX40 humano y seroalbimina humana a Fab A26-dsFv. La construccion de Fab
A26-dsFv se capturd en la superficie del chip detector como se indica en el método para la cinética Biacore para la
unién de Fab A26-dsFv a albumina. Se titul6 HAS 50 nM, OX40 25 nM o una solucién mixta con concentracion final
de HSA 50 nM y OX40 25 nM por separado sobre el Fab A26-dsFv capturado. La respuesta de unién para la
soluciéon combinada de HSA/OX40 fue equivalente a la suma de las respuestas de las inyecciones independientes.
Esto confirma que el Fab-dsFv puede unirse simultdneamente tanto a OX40 humano como a HSA.

Tabla 3
Muestra Analito Unién (UR)
hOX40 25
Fab A26-Fv HSA 9

hOX40 + HSA 35 (34)

2.4 Afinidad basada en células de Fab A26-dsFv (645gH5gL4)
Métodos:
Unién de Fab A26-Fv a linfocitos T CD4*0X40* humanos activados

Se aislaron PBMC por separacion en un gradiente de Ficoll y se activaron con 4 pg/ml de PHA-L durante 3 dias a
37°C, 5% de CO2, 100% de humedad. Los linfocitos T CD4" se aislaron por seleccion negativa usando
microesferas magnéticas (kit de aislamiento de linfocitos T CD4" Il para seres humanos; Miltenyi Biotec). Se
incubaron aproximadamente 1 x 10° células en presencia de anticuerpo en tampo6n Facs (PBS/BSA al 0,2 %/NaN3 al
0,09 %) o tampodn Facs complementado con HSA al 5 % a 4 °C. La concentracién final del anticuerpo varié de 48 nM
- 0,0005 nM)). Las células se lavaron en PBS antes del andlisis por citometria de flujo usando un FACScalibur
(Becton Dickinson). Se produjeron dos conjuntos de datos de titulacién en ambas condiciones de tampédn, una con
Fab A26-dsFv y la segunda con un Fab-Fv de control irrelevante para determinar la uniéon no especifica. EI nimero
de moles de anticuerpo unido se calculé usando valores interpolados a partir de una curva patrén generada
mediante el uso de microesferas que comprenden cantidades diferentes, pero conocidas de tinte fluorescente. Se
determinaron las medias geométricas de los valores de fluorescencia en los analisis citométricos de flujo de células y
microesferas. La unién no especifica se sustrajo de los valores de Fab A26-dsFv y la curva de unién especifica asi
generada se analiz6 por regresion no lineal usando una ecuacién de union de un sitio (Graphpad Prism®) para
determinar la Kbp.

Para determinar la afinidad de Fab A26-dsFv por el antigeno expresado en superficie cellar, se realizaron
experimentos de unidn en saturacion usando linfocitos T CD4"0OX40" activados, y Fab A26-dsFv marcado con Alexa
Fluor 488. Se us6 la union especifica del anticuerpo al receptor en equilibrio a través de un intervalo de
concentraciones de anticuerpo para determinar la Kp, suponiendo que solamente una fraccion muy pequefa de
anticuerpo se unién al receptor en cualquier punto en la curva de unién.
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La unién en equilibrio se describe usando la siguiente ecuacioén:
Kon

——
—

Receptoriipre + AnticuerpOiipre kea Receptor-anticuerpo
La velocidad de asociacién del anticuerpo con el receptor = kon X [Receptoriipre] X [Anticuerpoiipre]
La velocidad de disociacion del complejo de receptor- anticuerpo = kot x [Receptor-anticuerpo]

En equilibrio, las velocidades de asociacién y disociacion son iguales y puede derivarse una ecuacion que describe
la isoterma de union; en un diagrama semilog la union es sigmoidea. La Kp se define por keii’kon y puede calcularse a
partir de la curva de unién como la concentracion a la que se produce la unién que es la mitad de la maxima.

La union de Fab A26-Fv marcado con AlexaFluor488 a linfocitos T CD4*OX40* humanos activados se midi6 por
citometria de flujo a través de un intervalo de concentracién de 5-log.

Se muestra una curva de union representativa para Fab A26-Fv en la figura 9A.

El valor medio de Kp obtenido en células activadas de 5 donadores diferentes es 145 pM.

Se muestra una curva de union comparadora para Fab A26, Fab A26-Fv y Fab A26-PEG en la figura 9B.

Los graficos representan la media de 4 o 5 experimentos donde se usé un donador diferente en cada experimento.

Se aislaron PBMC por separacion en un gradiente de Ficoll y se activaron con 4 pg/ml de PHA-L durante 3 dias a
37 °C, 5 % de CO,, 100 % de humedad. Después de esto, los linfocitos T CD4" se aislaron por seleccion negativa
usando microesferas magnéticas (kit de aislamiento de linfocitos T CD4" Il para seres humanos; Miltenyi Biotec). Se
incubaron aproximadamente 1 x 10° células en presencia de anticuerpo en tampo6n Facs (PBS/BSA al 0,2 %/NaN3 al
0,09 %) o tampo6n Facs complementado con HSA al 5%, a 4 °C. La concentracién final del anticuerpo varié de
48 nM - 0,0005 nM. Las células se lavaron en PBS antes del analisis por citometria de flujo usando un FACScalibur
(Becton Dickinson). También se produjeron conjuntos de datos de titulacién para anticuerpos de control de isotipo
para cada formato A26 para determinar la unién no especifica. EIl nimero de moles de anticuerpo unido se calculd
usando valores interpolados de una curva patrén generada a partir de microesferas que comprenden cantidades
diferentes, pero conocidas de tinte fluorescente. La media geométrica de los valores de fluorescencia se determiné
en los andlisis citométricos de flujo de células y microesferas. La unién no especifica se sustrajo de los valores de
Fab A26-Fv y la curva de unién especifica asi generada se analizd por regresion no lineal usando una ecuacion de
unién de un sitio (Graphpad Prism®) para determinar la Kp.

Tabla 4: Valores medios de Kp para anticuerpos A26 en ensayos de afinidad de células humanas

Formato de anticuerpo | Afinidad celular | Afinidad celular
HSA Sin HSA
Ko (\M) + E.T.M. | Kp (nM) £ E.-T.M.
Fab A26-Fv (n=5) 0,145 + 0,019 0,096 + 0,017
Fab' A26PEG (n=4) 0,230 + 0,057 0,322 + 0,089
Fab' A26 (n=4) 0,068 + 0,011 0,085 £ 0,031

Ejemplo 3: Fab A26-Fv modula la produccion de citocinas a partir de PBMC expuestos a extracto alérgico de
Dermatophagoides pteronyssinus

Se aislaron PBMC de voluntarios alérgicos por separacion en un gradiente de Ficoll. Los PBMC purificados se
expusieron a 25 pg/ml de extracto alérgico de Dermatophagoides pteronyssinus en presencia de anticuerpo de
ensayo (intervalo de concentraciéon de 50 pg/ml a 0,0005 pg/ml) en un volumen final de 200 pl por pocillo en una
placa de fondo redondo de 96 pocillos. Después de 6 dias de incubacion a 37 °C, 5 % de CO,, 100 % de humedad,
se recogieron los sobrenadantes y se ensayaron para el contenido de IL-13 por MSD. El gréfico en la figura 10 (a)
muestra los datos representativos de 1 donador representativo de 4, donde la media de CE50 para la inhibicion de la
produccion de IL-13 fue 0,87 nM (intervalo de 0,6 nM a 1,07 nM).

Tabla 5: Valores medios de CEsp para anticuerpos A26 en ensayos in vitro de HDM humano

Los valores de CEsy se calcularon a partir de curvas de inhibicion del donador individual por regresion no lineal
usando el programa informatico Graphpad Prism®

Formato de anticuerpo | Inhibicion de produccion de IL-13
CEso (nM) = E.T.M.

Inhibicion de produccion de IL-5
CEso (nM) + E.T.M.

Fab A26-Fv (n=4) 0,865 £ 0,112 0,785 + 0,216
Fab' A26PEG (n=4) 0,928 * 0,282 1,310 + 0,425
Fab' A26 (n=4) 0,335 + 0,040 0,680 + 0,223
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Fab A26-Fv reduce el porcentaje de linfocitos T CD4" (CD25") activados después reestimulacion con antigeno
secundario con extracto alérgico de Dermatophagoides pteronyssinus

Se estimularon linfocitos T CD4* de donadores alérgicos in vitro durante 7 dias con 25 pg/ml de extracto alérgico de
Dermatophagoides pteronyssinus (Greer) y APC autdlogas, en presencia de nada de anticuerpo o 10 pg/ml de Fab’
A26PEG, Fab A26-Fv o Fab' de control (Fab' A33). Las células se lavaron y se dejaron reposar durante 3 dias y
después se reestimularon con extracto alérgico de Dermatophagoides pteronyssinus como previamente (figura 13).
Después de 3 dias, las células se lavaron y se tifieron con fluorescencia para CD3, CD4 y CD25 superficiales. Las
células entonces se analizaron por citometria de flujo en un citémetro de flujo FACS Canto (BD). Las células se
seleccionado en la ventana de adquisicion de linfocitos vivos y expresion de CD3"CD4" antes del analisis. Los datos
representan n = 3 donadores incluyendo la media. n.s, Fab A26-Fv en comparacion con Fab' de control (significacion
medida usando prueba de la t bilateral de muestras emparejadas).

Ejemplo 4: Fab A26-Fv inhibe la proliferacion de linfocitos T CD4+ y CD8+ en un modelo de raton de Hu-NSG

A ratones se les dosificéd s.c. 0,03, 0,3, 3 o0 30 mg/kg de Fab A26-Fv un dia antes de la transferencia de 1 x 10’
PBMC humanos en la cavidad peritoneal. Después de 14 dias, los ratones se exanguinaron por puncién cardiaca
con anestesia terminal y después se sacrificaron por dislocacion cervical. Entonces se determind el nimero de
linfocitos CD4" y CD8* humanos en la sangre por andlisis FACS (figura 10 (b)). Los datos (n=10) se expresan como
la media + ETM vy el andlisis estadistico es por ANOVA unilateral con ensayo posterior de Bonferroni. Los valores
representan el % de inhibicion + ETM. Los resultados se muestran en la figura 14.

El modelo de Hu-NSG ha demostrado que Fab A26-Fv inhibe profundamente la proliferacién de linfocitos T humanos
in vivo y apoya el Fab A26-Fv como candidato terapéutico viable para la inhibicion de patologias mediadas por
linfocitos T. Ademas, el formato Fab-Fv confiri6 mayor eficacia a dosis inferiores que el formato Fab' PEG. La
disminucion en esta respuesta xenoproliferativa de linfocitos T donadores puede proporcionar evidencias de apoyo
de que Fab A26-Fv podria ser un agente terapéutico viable para GVHD.

Ejemplo 5: Capacidad de bloqueo de ligando

La capacidad de Fab A26-dsFv de bloquear la interaccion entre OX40 expresado en superficie celular y OX40L
recombinante se midié usando un ensayo de bloqueo de ligando basado en citometria de flujo. En resumen, se
preincubaron linfocitos T CD4"0OX40" humanos activados con una titulacion de Fab A26-Fv. EI OX40L recombinante
se anadid posteriormente a las células y se dejo que se uniera en presencia de Fab A26-dsFv. Entonces se detectd
la proporcion de OX40L unido por citometria de flujo usando un reactivo secundario marcado. La figura 11 muestra
una curva de inhibicion que representa datos combinados de 3 donadores independientes y demuestra que Fab
A26-dsFv puede bloquear completamente la uniéon de OX40L. La media de Clso para la inhibicién de la union de
OX40L recombinante fue de 0,44 nM (n = 3 donadores).

Métodos: Inhibicién de la union de OX40L a linfocitos T CD4*OX40" humanos activados por Fab A26-Fv

Se aislaron PBMC por separacion en un gradiente de Ficoll y se activaron con 4 pg/ml de PHA-L (Sigma) durante 3
dias a 37 °C, 5 % de CO», 100 % de humedad. Después se purificaron los linfocitos T CD4" del cultivo por seleccion
negativa usando columnas MACS (Miltenyi Biotech, kit de aislamiento de linfocitos T CD4" Il). Se incubaron 2 x 10°
linfocitos T CD4"* en presencia de Fab A26-dsFv (intervalo de concentracion final 10 ug/ml - 0,000056 pg/ml (136,6
nM - 0,000765 nM)) durante 30 minutos a 4 °C. Se afadi6 OX40L (CD252 muCDS8 biotinilado, Ancell) a una
concentracion final de 2 pg/ml y se incub6 durante 30 minutos adicionales a 4 °C. Las células se lavaron y se detecto
la unién de OX40L por incubacion con estreptavadina marcada con PE (Jackson Immunoresearch) antes del andlisis
por citometria de flujo usando un FACS Canto (Becton Dickinson). Se us6 un Fab-dsFv que no se une a OX40
coincidente como control. La curva de inhibicion se analizé por regresion no lineal (Graphpad Prism®) para
determinar la Clso. Se muestra una curva de inhibicion que representa los datos combinados de 3 donadores
independientes en la figura 11, donde los puntos de datos representan la media y las barras de error representan
ETM.

La media de CEsg para la inhibicion de la unién de OX40L recombinante a OX40 por Fab A26-Fv fue 0,445 nM. En
comparacion, Fab' A26PEG fue ligeramente menos potente en bloquear el ligando (CEsp = 0,739 nM) mientras que
Fab' A26 tuvo apenas mayor potencia (CEsp = 0,242 nM) que el Fab-Fv como se muestra a continuacion.

Tabla 6: Valores de CEsp para la inhibicion de la unién de OX40L a linfocitos T CD4*OX40" humanos activados por
anticuerpos A26

Formato de anticuerpo | CEso de bloqueo de ligando (nM)
Media  E.T.M.

Fab A26-Fv (n = 3) 0,445 + 0,110

Fab' A26PEG (n=3) 0,739 + 0,166

Fab' A26 (n=3) 0,242 + 0,069
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Los valores de CEsp se calcularon a partir de curvas de inhibicion de donadores individuales por regresion no lineal
usando el programa informatico Graphpad Prism®.

Ejemplo 6 Efecto de Fab A26-Fv en ensayos in vitro funcionales de seres humanos

Se evaluod el efecto de Fab A26-Fv sobre las interacciones celulares dependientes de OX40-OX40L en una gama de
ensayos de linfocitos humanos dirigidos por antigeno. Estos ensayos se realizaron en presencia de un 5 % de suero
humano para asegurar la saturacion del sitio de unién de albimina de la regién Fv, predicha que sucederia in vivo.

Fab A26-Fv inhibe una reaccién de linfocitos mixtos

La reaccion de linfocitos mixtos (MLR) alogénica unilateral es un modelo in vitro de activacion y proliferacién de
linfocitos T alorreactivos (Bach et al., 1964, O'Flaherty et al., 2000). Se activan linfocitos T donadores a través del
reconocimiento de antigenos MHC alogénicos en PBMC estimuladores donadores no relacionados, lo que provoca
proliferacién celular y producciéon de citocinas (Lukacs et al, 1993). Se ha demostrado que la alorreaccion de
linfocitos T esta dirigida tanto por antigeno MHC alogénico como péptido unido (Sherman et al., 1993). La magnitud
de una respuesta MLR se correlaciona con el grado de acoplamiento incorrecto de MHC entre la pareja de
respondedor-estimulador (Forrester et al., 2004). Una respuesta MLR provoca la proliferacion de células desde el
donador que responde y la produccion de citocinas derivadas de linfocitos T tanto Th1 (IL-2, IFN-y y TNF-a) como
Th2 (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13). Se cree que el perfil exacto de citocinas en una MLR es especifico del
emparejamiento de respondedor-estimulador (Jordan et al., 2002). Se han usado ampliamente ensayos de MLR en
investigaciones para estudiar las rutas de activacion de linfocitos T, cribar farmacos inmunosupresores y predecir
posible rechazo de 6rgano donador en pacientes de trasplante (Bromelow et al., 2001).

El efecto de Fab A26-Fv en la activacién y proliferacién de linfocitos T humanos alorreactivos in vitro se investigo
usando un ensayo de MLR esencialmente como se describe por O'Flaherty et al., 2000. Se cocultivaron PBMC de
dos donadores no relacionados en presencia o ausencia de Fab A26-Fv, Fab' A26 o Fab' A26PEG y la proliferacion
celular se midié por incorporacion de °H-timidina. Como se muestra en la figura 12, el Fab A26-Fv inhibia la
proliferacién celular de una manera dependiente de la concentracion con un valor de CEsp de 0,56 nM (40,9 ng/ml) y
una inhibicion maxima de un 55 % (n = 3 emparejamientos de donador). Fab A26-Fv fue ligeramente mas potente
que Fab' A26PEG, que tuvo un valor de CEsp de 0,88 nM, mientras que Fab' A26 tuvo un valor de CEsp de 0,25 nM
como se muestra en la tabla 7.

Se aislaron PBMC humanos de dos donadores no relacionados de sangre completa. Las células de un donador se
inactivaron por irradiacion y para generar la poblacion estimuladora. Las células del donador restante formaron la
poblacién respondedora. Las poblaciones estimuladora y respondedora se mezclaron a una relacion de 1:1 (1 x 10°
células/donador) y se cultivaron en presencia de Fab' A26, Fab A26-Fv o Fab' A26PEG (0,4 ng-25 pg/ml) durante 6
dias. Se utilizd el reactivo propio Fab-Fv CA162-01297.1 como control coincidente de isotipo. Se midié la
proliferacién celular en el dia 6 por incorporacién de ®H-timidina (0,5 pCi/pocillo). Los datos se presentan como el
porcentaje de inhibicion con respecto a la respuesta del que responde mas el estimulador en ausencia de reactivo
biol6gico, y son los datos combinados de tres emparejamientos de donador. Los valores de CEsy se calcularon
usando el programa informatico Graphpad Prism®.

Tabla 7 Valores de CEsg para la inhibicidon de respuesta proliferativa MLR humana por anticuerpos A26

Formato de anticuerpo | CEsp (nM)
Media + E.T.M.
Fab A26-Fv (n = 3) 0,56 + 0,12
Fab' A26PEG (n=3) 0,88 £ 0,44
Fab' A26 (n = 3) 0,25 £ 0,06

También se analizaron los sobrenadantes de MLR humana para investigar el efecto de Fab A26-Fv sobre la
produccion de citocinas. Como se muestra en la figura 12B, Fab A26-Fv inhibia significativamente la produccion de
IFN-y en la MLR en un promedio de un 81 % (n = 3 emparejamientos de donador).

Se aislaron PBMC humanos de dos donadores no relacionados de sangre completa. Las células de un donador se
inactivaron por irradiacion y para generar la probacién estimuladora. Las células del donador restante formaron la
poblacién respondedora. Las poblaciones estimuladora y respondedora se mezclaron a una relacion de 1:1 (1 x 10°
células/donador) y se cultivaron en presencia de 25 pg/ml de Fab' A26, Fab A26-Fv o Fab' A26PEG o controles (Fab'
A33 0 CA162.01297.1) durante 6 dias. Se recogieron los sobrenadantes y se ensayaron para el contenido de IFN-y
usando un ensayo de MSD. El porcentaje de inhibicién se calculé con respecto a células cultivadas sin anticuerpo.
Los graficos representan datos combinados de tres donadores (media + E.T.M.). ** = p<0,01; Fab A26-Fv en
comparacién con Fab-Fv de control (significacién medida usando prueba de la t bilateral de muestras emparejadas).
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Ejemplo 7 Unién de Fab A26-Fv a linfocitos NK en una MLR humana

Se investigo6 el efecto de Fab A26-Fv sobre la division celular de NK en una MLR. La alorreaccién de linfocitos T
dirige la respuesta de linfocitos mixtos y Fab A26-Fv inhibe profundamente la divisién de linfocitos T y la produccién
de IFNy en este sistema. La inhibicién de la division de linfocitos NK también podria contribuir a la produccion
reducida de IFNy. Usando células respondedoras marcadas con CFSE se demostré la inhibicion de la division de
linfocitos NK por andlisis FACS de la poblacién en division (datos no mostrados). Se muestran dos medidas
diferentes de division celular. El indice de division representa el nimero promedio de divisiones celulares que una
célula en la poblacién original ha experimentado e incluye las células no divididas; Fab A26-Fv reduce el indice de
division, lo que indica que menor células en la poblaciéon estan comprometidas para su divisidn; este efecto esta
mediado supuestamente por los linfocitos NK que estan expresando OX40. El indice de proliferacion refleja la
proliferacién de la poblacion que responde Unicamente, y el efecto inhibidor de Fab A26-Fv usando esta medida se

reduce relativamente.

Ejemplo 8 Valores medios de Kp/CEso para Fab A26-Fv en ensayos in vitro en seres humanos

Ensayo de union/funcional

Media de Kp/CEsp

Media de Kp/CEso

Inhibicién de produccion de IL-13 (n = 4)

(nM) £+ E.T.M. (pg/ml)
Afinidad (n = 5) 0,145+ 0,019 0,011
Bloqueo de OX40L (n=3) 0,445 +0,110 0,033
Reaccion de linfocitos mixtos - 0,558 £ 0,121 0,041
Inhibicién de proliferacion (n = 3)
Acaros del polvo doméstico - 0,865 0,112 0,063

Lista de secuencias

<110> UCB Pharma SA

<120> Moléculas de anticuerpo que tienen especificidad por OX40 humano

<130> G0160 WOO01
<150> US 61/558545
<151>11-11-2011

<160> 28

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211>5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> CDRH1

<400> 1
Asn Tyr Gly Ile His
1 5

<210>2
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRH2

<400> 2

24
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15

20

25

30

35

40

45

50

Ser Ile Ser Pro¢ Ser Gly Gly Leu Thr Tyr Tyr Arg Asp Ser Val Lys

1 5

Gly

<210> 3
<211>8
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRH3

<400> 3
Gly Gly Glu Gly Ile Phe Asp Tyr
1 5

<210> 4
<211> 11
<212> PRT
<213> Attificial
<220>

<223> CDRLA1
<400> 4

Arg Ala Thr Gln Ser Ile Tyr Asn Ala Leu Ala
10

1 5

<210>5
<211>7
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRL2

<400>5
Asn Ala Asn Thr Leu His Thr
1 5

<210>6
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> CDRL3

<400> 6
1
<210>7
<211> 108
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

ES 2737998 T3

10

Gln Gln Tyr Tyr Asp Tyr Pro Leu Thr
5

<223> Region variable de cadena ligera de anticuerpo A26

<400>7

25

15
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Agp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Thr Gln Ser Ile Tyr Asn Ala
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Asn Ala Asn Thr Leu His Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Ala

50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Ser Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr Asp Tyr Pro Leu
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
100 105

<210>8
<211>117
<212> PRT
<213> Avrtificial

<220>
<223> Region variable de cadena pesada de anticuerpo A26

<400> 8
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

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

Ala Ser Ile Ser Pro Ser Gly Gly Leu Thr Tyr Tyr Arg Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ala Lys Asn Ser Pro Tyr
65 70 75 80

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

Ala Thr Gly Gly Glu Gly Ile Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser
115
<210>9

<211>214
<212> PRT

26
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15

<213> Avrtificial

<220>

ES 2737998 T3

<223> Cadena ligera de componente Fab del anticuerpo anti-OX40

<400>9

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser

1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp

Tyr Asn Ala
50

Ser Gly Ser

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

Pro Ser Val
115

Thr Ala Ser
130

Lys Val Gln
145

Glu Ser Val

Ser Thr ILeu

Ala Cys Glu
195

Phe Asn Arg
210

<210> 10
<211> 220
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

Thr

20

Tyr

Asn

Gly

Ala

Gly

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

5

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

150

Gln

Ser

His

Cys

Cys

Lys

His

55

Ser

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser Leu Ser Ala

10

Thr

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asp

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

130

Thr

<223> Cadena pesada de componente Fab del anticuerpo anti-OX40

<400> 10

27

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

val

Lys

Gly

Ala

Ile

Ala

Pro

80

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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Glu Vval Gln

Ser Leu Arg

Gly Ile His
35

Ala Ser Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Thr Gly

Val Thr Val
115

Ala Pro Ser
130

Leu Val Lys
145

Gly Ala Leu

Ser Gly Leu

Leu Gly Thr
195

Thr Lys Val
210

<210> 11
<211> 121
<212> PRT
<213> Attificial

<220>

Leu

Leu

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

val

Ser

Ile

Pro

Thr

Ser

Glu

Ser

Lys

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Gly

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Lys

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ile

Ser

Thr

135

Pro

val

Ser

Ile

Val
215

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu
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Gly

Ser

Pro

Leu

Asp

Glu

Agp

105

Lys

Gly

Pro

Thr

vVal

185

Asn

Pro

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asp

Asp

Tyr

Gly

Gly

val

Phe

170

Val

Val

Lys

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asn

Ser

<223> Cadena pesada de componente Fv antialbumina

<400> 11

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Ser

Ala

140

vVal

Ala

Val

His

Cys
220

28

Gln

Phe

Leu

45

Arg

Asn

Val

Gln

Val

125

Ala

Ser

val

Pro

Lys
205

Pro

Thr

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

130

Pro

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Pro

Tyxr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Gly

Tyr

Val

val

Tyr

80

Cys

Leu

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn
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15

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20

Ala Ile Asn Trp Val Arg Gln
35

Gly Ile Tle Trp Ala Ser Gly
50 55

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85

Arg Thr Val Pro Gly Tyr Ser
100

Gln Gly Thr Leu Vval Thr val
115

<210> 12
<211> 112
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Gly

val

Ala

40

Thr

Asp

Glu

Thr

Ser
120

ES 2737998 T3

Gly

Ser

Pro

Thr

Asn

Asp

Ala

105

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Phe

Ser

Thr

20

Pro

Leu

Ile

lys

Tyr

Lys

75

Ala

Tyr

<223> Cadena ligera de componente Fv antialoumina

<400> 12

Agp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser

1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20

Phe Leu Ser Trp Tyr Gln Gln
35

Ile Tyr Glu Ala Ser Lys Leu
50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 70

Prc Glu Asp Phe Ala Thr Tyr
85

Ser Asp Thr Thr Phe Gly Cys
100

<210> 13
<211> 16
<212> PRT
<213> Attificial

Gln

Lys
40

Thr

Fhe

Tyr

Gly

Ser
25

Pro

Ser

Thr

Cys

Thr
105

Ser
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gly

Lys

val

Pro

Lys

val

Thr

75

Gly

val

val

Asp

Cys

Ala

60

Asn

val

Phe

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Gly

Glu

29

Gln

Leu

Leu

45

Thr

Thr

Tyr

Asp

Ala

val

Fro
45

Ser

Ser

Tyr

Ile

Pro

Ser

30

Glu

Trp

val

Tyr

Leu
110

Ser

Trp

30

Lys

Arg

Ser

Ser

Lys
110

Gly

15

Asn

Trp

Ala

Tyr

Cys

95

Trp

val
15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Arg

Gly

Tyr

Ile

Lys

Leu

g0

Ala

Gly

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Ile

Thr
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<220>
<223> Conector 1

<400> 13
Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Thr Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

<210> 14
<211> 15
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Conector 2

<400> 14
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

<210> 15
<211> 357
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Pesada de Fab A26-(G4S,G4T,G4S)-645dsFv(gH5)

<400> 15
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

30



Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Val

Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Gly

225

Leu

Ser

val

Ile

Ser

Gly

Gln

Thr

Thr

Pro

130

val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Ser

Glu

Cys

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Gly

Val

115

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

195

val

Gly

Ser

Ala

Gln
275

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Gly

Gly

Val

260

Ala

Ile

Pro

Thr

Ser

85

Glu

Ser

Lys

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Gly

Gly

245

Ser

Pro

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Gly

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyxr

Lys

Gly

230

Gly

Gly

Gly

Gln

Gly

Ser

Arg

Ile

Ser

Thr

135

Pro

Val

Ser

Ile

val

215

Thr

Leu

Ile

Lys

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Fhe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Gly

Val

Asp

Cys
280

Pro

Leu

Asp

Glu

Asp

105

Lys

Gly

Pro

Thr

val

185

Asn

Pro

Gly

Gln

Leu

265

Leu
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Gly

Thr

Asp

Asp

90

Tyr

Gly

Gly

val

Phe

170

val

val

Lys

Gly

Pro

250

Ser

Glu

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asn

Ser

Gly

235

Gly

Asn

TIp

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Ser

Ala

140

val

Ala

val

His

Cys

220

Ser

Gly

Tyr

Ile

31

Leu

45

Arg

Asn

val

Gln

Val

125

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

205

Ser

Glu

Ser

Ala

Gly
285

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Gly

val

Leu

Ile

270

Ile

Trp

Ser

Pro

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Gly

Gln

Arg

255

Asn

Ile

Val

Val

Tyr

g0

Cys

Leu

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn

Gly

Leu

240

Leu

Trp

Trp
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Ala Ser Gly

290

Ile Ser Arg

305

Leu Arg Ala

Gly Tyr Ser

Val Thr Val

<210> 16

<211> 341

355

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Ligera de Fab de A26-(3xG4S)-645dsFv(gL4)

<400> 16
Asp TIle Gln Met

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro

Arg

Ala

Asn

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val
115

Thr

Asp

Glu

Thr

340

Ser

Thr

Tyr

Asn

Gly

Ala

Gly

100

Phe

Thr Phe

Asn Ser

310

Asp Thr
325

Ala Pro

Ser

Thr Gln

5

Ile Thr

Gln Gln

Thr Leu

Thr Asp

Thr Tyr

85

Gly Thr

Ile Phe

Tyr Ala

295

Lys Asn

Ala Val

Tyr Phe

Ser Pro

Cys Arg

Lys Pro

40

Hig Thr

55

Ser Thr

Tyr Cys

Lys Val

Pro Pro
120

ES 2737998 T3

Thr Trp Ala

Thr vVal Tyr

315

Tyr Tyr Cys

330

Agp Leu Trp

345

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Ser

10

Thr

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

Tyr

Lys

Glu

1ys

300

Leu

Ala

Gly

Ser

Ser

Pro

Ser

Ser

Tyr

Arg

Gln

32

Gly

Gln

Arg

Gln

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asp

Thr

Leu
125

Arg

Met

Thr

Gly
350

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Phe

Asn

Val

335

Thr

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Thr

Ser

320

Pro

Leu

Gly

Ala

Ile

Ala

Pro

Leu

Ala

Gly
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Thr Ala Ser
130

Lys Val Gln
145

Glu Ser Val

Ser Thr Leu

Ala Cys Glu
195

Phe Asn Arg
210

Gly Gly Gly
225

Ser Ala Ser

Ser val Trp

Ala Pro Lys
275

Pro Ser Arg
290

Tle Ser Ser
305

Gly Tyr Ser

Glu Ile Lys

<210> 17
<211> 119
<212> PRT
<213> Attificial

<220>

Val

Irp

Thr

Thr

180

val

Gly

Gly

Val

Ser

260

Leu

Phe

Leu

Ser

Arg
340

vVal Cys Leu
135

Lys Val Asp
150

Glu Gln Asp
165

Leu Ser Lys

Thr His Gln

Glu Cys Gly
215

Ser Asp Ile
230

Gly Asp Arg
245

Asn Phe Leu

leu Ile Tyr

Ser Gly Ser
295

Gln Pro Glu
310

Ile Ser Asp
325

Thr

Leu

Asn

Ser

aAla

Gly

200

Gly

Gln

Val

Ser

Glu

280

Gly

Asp

Thr
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Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Gly

Met

Thr

Trp

265

Ala

Ser

Phe

Thr

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ile

250

Tyr

Ser

Gly

Ala

Phe
330

<223> Dominio variable de cadena pesada 645 gH1

<400> 17

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Gln

235

Thr

Gln

Lys

Thr

Thr

315

Gly

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Gly

220

Ser

Cys

Gln

Leu

Asp

300

Tyr

Cys

33

Pro

Gly

Tyr

His

val

205

Gly

Pro

Gln

Lys

Thr

285

Phe

Tyr

Gly

Arg

Asn

Ser

Lys

1390

Thr

Gly

Ser

Ser

Pro

270

Ser

Thr

Cys

Thr

Glu

Ser

Leu

175

val

Lys

Gly

Ser

Ser

255

Gly

Gly

Leu

Gly

Lys
338

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Ser

val

240

Pro

Lys

val

Thr

Gly

320

val
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Glu Vval Gln

S8er Leu Arg

Ala Tle Asn
35

Gly Ile Ile
50

Gly Arg Phe

Agsn Ser Leu

Val Pro Gly

Thr Leu Val
115

<210> 18
<211> 110
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Leu Leu

Leu Ser
20

Trp Val

Trp Ala

Thr Ile

Arg Ala
85

Tyr Ser
100

Thr val

Glu Ser

Cys Ala

Arg Gln

Ser Gly

55

Ser Arg

70

Glu Asp

Thr Ala

Ser Ser

Gly

val

Ala

40

Thr

Asp

Thr

Pro

ES 2737998 T3

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Ser

Ala

Tyr
105

Gly

10

Gly

Gly

Phe

Thr

Val

20

Phe

<223> Dominio variable de cadena ligera 645 gL1

<400> 18
Agsp Ile Val
1

Asp Arg Val

Phe Leu Ser
35

Ile Tyr Glu
50

Gly Ser Gly

Pro Glu Asp

Ser Asp Thr

<210> 19
<211> 355
<212> PRT
<213> Atrtificial

Met Thr Gln Ser Pro

5

Thr Ile
20

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala
85

Thr Phe
100

Thr Cys

Gln Gln

Lys Leu

Thr Asp
70

Thr Tyr

Gly Cys

Gln

Lys

40

Thr

Phe

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Thr
105

Ser

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gly

Lys

Leu

Ile

1ys

Tyr

Thr

75

Tyr

Asp

val

Pro

Lys

Val

Thr

Gly

val

val

Asp

Cys

Ala

60

val

Tyr

Leu

Ser

Ser

Ala

Pro

Ile

Gly

Glu

34

Gln

Leu

Leu

45

Thr

Tyr

Cys

Trp

Ala

Val

Pro

45

Ser

Ser

Tyr

Ile

Pro

Ser

30

Glu

Trp

Leu

Ala

Gly
110

Ser

Trp

30

Lys

Arg

Ser

Ser

Lys
110

Gly

15

Asn

Trp

Ala

Gln

Arg

95

Gln

val
15

Ser

Leu

Phe

Len

Ser
S5

Gly

Tyr

Ile

Lys

Met

g0

Thr

Gly

Gly

Asn

Leu

Lys

Gln

Ile
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<223> Pesada de Fab de A26-(3xG4S)-645dsFv(gH1)

<400> 19

Glu Val Gln Leu

1

Ser Leu

Gly Ile

Ala Ser
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Thr

Val Thr

Ala Pro
130

Leu Val
145

Gly Ala

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Gly

Val

115

Ser

Lys

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Ser

Ser

Asp

Thr

Val

5

Ser

Ile

Pro

Thr

Ser

85

Glu

Ser

Lys

Tyr

Ser
165

Glu Ser Gly Gly

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Gly

Ala

Ser

Phe
150

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ile

Ser

Thr

135

Pro

Val

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

25

Pro

Leu

Asp

Glu

Bsp

105

Lys

Gly

Pro

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asp

Asp

20

Tyr

Gly

Gly

val

Phe
170

Leu

Phe

lys

Tyr

Ala

75

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Ser

Ala

140

val

Ala

35

Gln

Phe

Leu

45

Arg

Asn

val

Gln

val

125

Ala

Ser

val

Pro

Thr

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Leu

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Pro

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln
178

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Leu

Leu

Cys

Ser

160

Ser



10

Ser Gly

Leu Gly

Thr Lys
210

Gly Ser
225

Leu Glu

Ser Cys

Val Arg

Ala Ser
290

Ile Ser
305

Ala Glu

Ser Thr

val Ser

<210> 20
<211> 340

Leu

Thr

195

Val

Gly

Ser

Ala

Gln

275

Gly

Arg

Asp

Ala

Ser
355

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<2235 Ligera de Fab de A26-(3xG4S)-645dsFv(gLI)

<400> 20

Tyr

180

Gln

Asp

Gly

Gly

Val

260

Ala

Thr

Agp

Thr

Pro
340

Ser

Thr

Lys

Gly

Gly

245

Ser

Pro

Thr

Ser

Ala

325

Tyr

Leu

Tyr

Lys

Gly

230

Gly

Gly

Gly

Phe

Thr

310

Val

Phe

Ser

Ile

Val

215

Ser

Leu

Ile

Lys

Tyr

295

Thr

Tyr

Asp

Ser

Cvys

200

Glu

Gly

Val

Asp

Cys

280

Ala

Val

Tyr

Leu

ES 2737998 T3

Vval

185

Asn

Pro

Gly

Gln

Leu

265

Leu

Thr

Tyr

Cys

Trp
345

val

val

Lys

Gly

Pro

250

Ser

Glu

Trp

Leu

Ala

330

Gly

Thr

Asn

Ser

Gly

235

Gly

Asn

Trp

Ala

Gln

315

Arg

Gln

val

His

Cys

220

Ser

Gly

Tyr

Ile

Lys

300

Met

Thr

Gly

Pro

1ys

205

Ser

Glu

Ser

Ala

Gly

285

Gly

Asn

Val

Thr

Ser

190

Pro

Gly

val

Leu

Ile

270

Ile

Arg

Ser

Pro

Leu
350

Ser

Ser

Gly

Gln

Arg

255

Asn

Ile

Phe

Leu

Gly

335

val

Ser

Asn

Gly

Leu

240

Leu

Trp

Trp

Thr

Arg

320

Tyr

Thr

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Vval Gly

1

5

10

36

15



Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

225

Val

Pre

Arg

Ala

Asn

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn

210

Gly

Ser

Ser

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

val

115

Ser

Gln

val

Leu

Glu

195

Arg

Gly

Ala

val

Thr

20

Tyr

Asn

Gly

Ala

Gly

100

Phe

val

Trp

Thr

Thr

180

Vval

Gly

Gly

Ser

Trp
260

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

Gly

Ile

val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Gly

Val

245

Ser

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

230

Gly

Asn

Cys

Lys

His

55

Ser

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Ser

215

Asp

Asp

Phe

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly

200

Gly

Ile

Leu

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Gly

Val

Val

Ser
265

ES 2737998 T3

Thr

Lys

Val

Thr

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Gly

Met

Thr

250

Trp

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys#

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Gly

Thr

235

Ile

Tyr

Ser

Pro

Ser

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

149

Ser

Thr

Lys

Pro

Ser

220

Gln

Thr

Gln

37

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asp

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val

205

Gly

Ser

Cys

Gln

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Gly

Pro

Gln

Lys
270

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Ser

Ser

255

Pro

Ala

Tle

Ala

Pro

80

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ser

240

Ser

Gly



10

15

Lys Ala

Vval Pro
290

Thr Tle
305

Gly Gly

Val Glu

<210> 21
<211> 1137
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

Pro

275

Ser

Ser

Tyr

Ile

Lys Leu Leu Ile Tyr Glu Ala Ser Lys Leu Thr

Arg Phe Lys Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr

280

295

310

Ser Ser Ile Ser Asp Thr Thr Phe Gly Cys Gly

325

Lys
340

ES 2737998 T3

315

330

285

300

Ser Gly

Thr Leu

Cys Gly
320

Thr Lys
338

<223> Cadena pesada de A26-645(gH5) incluyendo lider de OmpA de E. coli

<400> 21
atgaagaaga

gctgaagttc
ctetettgtg
gcaccaggta
taccgtgact
tacctgcaaa

ggtgaaggta

acaaagggcc

tctggtgeac
tactaecctgt
tgcaacgteca
tgtagtggag
ctgcttgagt
gtaageggca
tgtttagaat
aaaggaaggt
tcecttgecgag
actgcacecct

<210> 22
<211> 1074
<212> ADN

<213> Artificial

ctgctatage
agctggtcga
cagcaagcgg
aaggtctgga
ctgtcaaagyg
tgaactctct
tettegacta

caagcgtttt

tgacctotgg
ctagegtggt
accacaaacc
gtgggggete
ctggaggagyg
tegacetgag
ggatcggtat
ttacaattag
cagaggacac

acttegatet

gatcgcagtg
gtctggaggce
tttcacgtte
atgggtagec
tegttteace
gcgtgecagaa
ctggggteag

cccactgget

tgttcacace
tacogttecg
gtccaacacc
aggtggagge
cctagtcecag
caattacgee
aatatgggcc
ccgggacaat
ggcggtgtac

gtggggacaa

gcgctagetg
gggcttgtec
accaactacg
tctatctete
atctotogtyg
gataccgcag
ggtacccetgyg
ccgtcctcta
cccagaac
tttccagcag
tattettote
aaggtcgaca
gggaccggtg
cctggaggga
atcaactggg
agtgggacga
agcaaaaaca

tattgtgctc

gggaccctgyg

gtttegeecac
agcctggagg
gtateccactg
cgtctggtgyg
atgacgegaa
tgtactactg
taactgtete

aatccaccte

ttectecagte
tgggtactceca
aaaaagtcga
gaggtggcag
gcctgegtcet
tgagacaage
ccttttatge
cegtgtatet
gcactgtccc

tgactgttte

38

cgtggcgcaa
gagcctgegt
gattcgtcag
totgacgtac
aaactcotecg
cgctactggt
gagegettet

tggtggtacg

ttectggtetg
gacctacatce
gccgaaatce
cgaggttcaa
ctecttgtgea
teeggggaag
tacatgggcg
ccaaatgaac
aggttatagce

aagttaa

60

120

180

240

300

360

420

660

720

780

840

800

860

1020

1080

1137



10

15

<220>

<223> Cadena pesada de A26-645(gH5)

<400> 22
gaagttcage

tcttgtgcag
ccaggtaaag
cgtgactctg
ctgcaaatga
gaaggtatcet
aagggcccaa
gcactgggtt
ggtgcactga
tccectgteta
aacgtcaacc
agtggaggtg
cttgagtctg
ageggeateg
ttagaatgga
ggaaggttta
ttgcgageag
gecaccetact

<210> 23
<211> 1089
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

tggtcgagtc
caagcggttt
gtctggaatg
tcaaaggtcg
actctectgeg
tcgactactyg
gecgttttece
goectggtgaa
cetetggtgt
gcgtggttac
acaaaccgtc
ggggctcagg
gaggaggect
acctgagcaa
tcggtataat
caattageeyg
aggacacggce

togatotgtyg

tggaggeggg
cacgttcacc
ggtagcetcet
tttecaccatc
tgcagaagat
gggtcagggt
actggctcag
agactactte
tecacaccttt
cgtteccgtet
caacaccaag
tggaggeggyg
agtccagect
ttacgccatc
atgggccagt
ggacaatage
ggtgtactat

gggacaagygyg

ES 2737998 T3

cttgtccage
aactacggta
atctcteoegt
tctecgtgatg
accgeagtgt
accctggtaa
tectetaaat
ccagaaccag
ccagcagtte
tcttetetgyg
gtcgacaaaa
accggtggag
ggagggagee
aactgggtga
gggacgacct
aaaaacaccg
tgtgetagea

accctggtga

ctggagggag
tccactggat
ctggtggtct
acgcgaaaaa
actactgege
ctgtoctegag
ccacctetgg
ttaccgtgte
tecagtette
gtactcagac
aagtcgagcc
gtggcagega
tgegtectete
gacaagctcc
tttatgetac
tgtatctcoca
ctgtaccagy

ctgttteaag

cctgcgtcte
tegtcaggea
gacgtactac
ctcteegtac
tactggtggt
cgettcetaca
tggtacggct
ttggaactet
tggtetgtac
ctacatctge
gaaatcctgt
ggttcaactg
ttgtgecagta
ggggaagtgt
atgggcgaaa
aatgaactcc
ttatageact

ttaa

<223> Cadena ligera de A26-645(gL4) incluyendo lider de OmpA de E. coli

<400> 23

atgaaaaaga cagctatcgec aattgcagtg gegttggetg gtttegegac

39

cgttgegecaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1074

60



10

gctgatatcce
actattacct
ccgggtaaag
tategtttot
ccggaagatt
ggtggtacca
cegtetgacg
tatccgegtyg
caggaatctg
actetgteca
ggtctgaget
ggtggtggag
gtatcegegt
agcaatttte
gaagcctega
gacttcacgt
ggaggttaca

cgtacctaa

<210> 24
<211> 1026
<212> ADN

agatgaccca
gtcgtgcaac
cgccaaaact
ctgegtetgg
tegegaccta
aagttgagat
aacagctcaa
aagcgaaagt
tgaccgaaca
aagcagacta
cteccggttac
gttecggagy
cegttggega
tatecctggta
aactcaccag
tgacaatcag

gtagcataag

<213> Artificial

<220>

gagcccaage
ccagagcatc
cctgatctac
ttetggtacg
ctactgccag
caaacgtacg
atctggtact
ccagtggaaa
ggactccaaa
cgagaaacac
caaatccttt
tggoeggttca
tagggtgact
tcaacagaaa
tggagttceg
ttcgectgcaa

tgatacgaca

<223> Cadena ligera de A26-645(gL4)

<400> 24

gatateccaga
attacctgte
ggtaaagcgc
cgtttectetg
gaagatttcg
ggtaccaaag
tctgacgaac
ccgegtgaag

gaatctgtga

tgacccagag
gtgcaaccea
caaaactcct
cgtectggtte
cgacctacta
ttgagatcaa
agctcaaatc
cgaaagtcca

ccgaacagga

cccaagecagt
gagcatctac
gatctacaac
tggtacggac
ctgccagecag
acgtacggtt
tggtactgct
gtggaaagtc

ctccaaagac

ES 2737998 T3

agtctctceg
tacaacgctc
aacgcgaaca
gactctacte
cagtactacg
gttgcagcte
gettetgteg
gtegacaacg
gactccacct
aaagtgtacg
aatagagggg
gacatacaaa
attacatgte
ccggggaagyg
tcaagattca

ccagaggact

tttgggtgcg

ctetcegeca
aacgctcotgyg
gcgaacactc
tctactetga
tactacgatt
geagcetocat
tctgtegttt
gacaacgcac

tccacctact

ccagcgtagg
tggcttggta
ctctgcatac
tgaccatecte
attacccact
catcegtett
tttgectect
cactccagte
actctctgte
cttgcgaagt
agtgtggtgg
tgacccagag
aaagcetatce
ctecaaaact
gtggctetgg

ttgcgaccta

gtactaaggt

gcgtaggega
cttggtatca
tgcatactgg
ccatctecte
acccactgac
ccgbocttecat
gcectectgaa
tcececagtetgg

ctetgtetag

40

cgatcgtgtg
tcagcagaaa
tggtgttceg
cteteotocag
gacgtttggt
catcttteca
gaacaactte
tggtaactct
tagcaccctg
tacccatcag
cggtggcagt
toctteateg
tagegtotgg
tetgatttat
atcagggaca
ctattgtggt

ggaaatcaaa

tegtgtgact
gcagaaaccg
tgttccgtcet
teotecagecg
gtttggtggt
cttteocaceg
caacttctat
taactctcag

caccectgact

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

260

1020

1080

1089

60

120

180

240

300

360

420

480

540



10

15

20

ctgtccaaag
ctgagctctc
ggtggaggtt
tccgecgteog
aattttctat
gectcgaaac
ttcacgttga
ggttacagta
acctaa

<210> 25
<211> 1131
<212> ADN

cagactacga
cggttaccaa
ceggaggtgg
ttggcgatag
cetggtatea
tecaccagtgg
caatcagtte

gcataagtga

<213> Artificial

<220>

<223> Cadena pesada de A26-645(gH5) incluyendo secuencia lider de

<400> 25
atggaatggt

gtgcagecteg
tgtgcagcaa
ggtaaaggte
gactctgtca
cagatgaact
ggtatctteg
ggcccategg
ctgggctgece
gecctgacca
ctecagcageg
gtgaatcaca
ggaggtggcg
gaatccggag
ggaatcgace
gaatggatcg
agattcacaa
cgagcagagg

ccctactttg

<210> 26
<211> 1074
<212> ADN

cetgggtett
tegagtetgyg
gcggtttecac
tggaatgggt
aaggtcgttt
ctetgegtge
actactgggg
tcttececeet
tggtcaagga
geggegtgea
tggtgaccgt
agcccagcaa
gttccggagg
gcggactcgt
tgagcaatta
gcattatatg
tctecacggga

ataccgccgt

atctgtgggy

<213> Artificial

gaaacacaaa
atcctttaat
cggttcagac
ggtgactatt
acagaaaccg
agttccgtea
gctgcaacca

tacgacattt

cctgttttte
aggegggett
gttcaccaac
agcetetate
caccatctct
agaagatace
tcagggtace
ggcaccctece
ctacttccce
cacctteceg
geccteccage
caccaaggtg
tggcggtacc
gcagccecgga
cgccatcaac
ggctagtggg
taatagtaag
ttactattgt

gcagggcact

ES 2737998 T3

gtgtacgett
agaggggagt
atacaaatga
acatgtcaaa
gggaaggcte
agattcagtg
gaggactttg

gggtgeggta

ctttetgtca
gteocagectg
tacggtatcc
teteegtotg
cgtgatgacg
geagtgtact
ctggtaactyg
tccaagageca
gaaccggtga
getgtectac
agettgggea
gacaagaaag
ggtggcggtg
ggcagtcttc
tgggtgagac
acgacctttt
aacacagtgt
gctcgcactg

ctggtcaceg

gcgaagttac
gtggtggcegg
cccagagtec
gctctecctag
caaaacttet
gcteotggate
cgacctacta

ctaaggtgga

caaccggggt
gagggagcct
actggattcg
gtggtctgac
cgaaaaactc
actgegetac
tctecaagege
cctetggggy
cggtgtegtg
agtectetgg
cccagaccta
ttgageccaa
gatccgaagt
gcttgtcetg
aggcacctgg
atgctacatg
acctgcagat
tcccaggtta

tctegagttg

41

ccatcagggt
tggcagtggt
ttcatcggta
cgtctggagce
gatttatgaa
agggacagac
ttgtggtgga

aatcaaacgt

B72.3

gcacagcgag
gegtetetet
tcaggecacca
gtactacegt
teccgtacctg
tggtggtgaa
ttctacaaag
cacagcggcece
gaactcaggc
actctactee
catctgeaac
atcttgttee
ccagctgctt
cgctgtatct
gaaatgecte
ggcgaagggt
gaactcactyg
tagcactgca

a

600

660

720

780

840

900

960

1020

1026

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1131



10

15

<220>

<223> Cadena pesada de A26-645(gH5)

<400> 26
gaggtgcagc

tcttgtgcag
ccaggtaaag
cgtgactctg
ctgcagatga
gaaggtatcet
aagggcccat
gocctgggot
ggegeectga
tccctecagea
aacgtgaatc
tececggaggtg
cttgaatceg
tctggaateg
ctcgaatgga
ggtagattca
ctgcgageag
gecaccetact

<210> 27
<211> 1086
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

tcgtcgagtce
caagcggttt
gtctggaatg
tcaaaggteg
actctectgeg
tcgactactyg
cggtcttece
gectggtcaa
ccageggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
geggtteegg
gaggcggact
acctgagcaa
tecggecattat
caatcteacyg
aggatacecge

ttgatctgtyg

tggaggceggg
cacgttcacc
ggtagcetcet
tttecaccatc
tgcagaagat
gggtcagggt
cctggcaccac
ggactactte
gecacacctte
cgtgccctece
caacaccaag
aggtggeggt
cgtgcageee
ttacgccatc
atgggctagt
ggataatagt
cgtttactat

ggggcaggygc

ES 2737998 T3

cttgtccage
aactacggta
atctcteoegt
tctegtgatg
accgeagtgt
accctggtaa
tcctecaaga
cccgaaccgyg
ceggetgtee
agcagcttgg
gtggacaaga
accggtggeg
ggaggcagtc
aactgggtga
gggacgacct
aagaacacag
tgtgetagea

actctggtea

ctggagggag
tccactggat
ctggtggtct
acgcgaaaaa
actactgege
ctgtcteaag
gcacctetgg
tgacggtgte
tacagtecte
gcacccagac
aagttgagcc
gtggatcecga
ttegettgte
gacaggcaca
tttatgetac
tgtacctgea
ctgtaccagy

cogtetegag

cctgcgtcte
tegtcaggea
gacgtactac
ctcteegtac
tactggtggt
cgettcetaca
gggcacageg
gtggaactca
tggactctac
ctacatctge
caaatcttgt
agtccagctg
ctgegetgta
tgggaaatge
atgggcgaag
gatgaactcc
ttatageact

ttga

<223> Cadena ligera de A26-645(gL4) incluyendo secuencia lider de B72.3

<400> 27

atgtcagttc ccacacaggt gctgggectg cttctgttgt ggctcaccga tgctaggtgt

gatatccaga tgacccagag tccaagcagt ctcoteoegecea gegtaggega tegtgtgact

42

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1074

60

120



10

attacctgtc
ggtaaagcgc
cgtttetetg
gaagattteg
ggtaccaaag
tctgatgage
cctagagagg

gagagtgtca

ctgagctcac
ggtggtgget
agcgccagtg
aattttctat
gcaagcaaac
tttaccctga
ggttacagta

acctga

<210> 28
<211> 1026
<212> ADN

gtgcaaccea
caaaactcct
cgtetggtte
cgacctacta
ttgagatcaa
agttgaagtc
ccaaagtcea

ctgagcagga

cegtgacaaa
ccggaggegyg
tecggagacag
cctggtacea
tcaccagegg
caatctecte

gcataagtga

<213> Artificial

<220>

gagcatctac
gatctacaac
tggtacggac
ctgccageag
acgtacggtg
tggcactgecc
gtggaaggtg
ctcaaaggac
gaaacacaag
gagctttaac
aggaagcgac
agtgactatt
gcaaaagccc
cgtgcccagce
actecagecoe

tacgacattt

<223> Cadena ligera de A26-645(gL4)

<400> 28

gatatccaga
attacctgte
ggtaaagecge
cgtttetotg
gaagattteg
ggtaccaaag
tctgatgage
cctagagagg

gagagtgtca

tgacccagag
gtgcaacceca
caaaactcct
cgtetggtte
cgacctacta
ttgagatcaa
agttgaagtc
ccaaagtcca

ctgagcagga

tccaagecagt
gagcatctac
gatctacaac
tggtacggac
ctgcecageag
acgtacggtg
tggcactgce
gtggaaggty

ctcaaaggac
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aacgctectgg
gcgaacacte
tctactetga
tactacgatt
gctgecaccat
tetgttgtgt
gataacgcee

tccacctata

aggggagagt
atccagatga
acctgccaaa
ggaaaggcte
aggttcageg
gaggactteg

ggatgcggea

ctctecegeea
aacgctotgyg
gcgaacactc
tctactetga
tactacgatt
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgcecc

tccacctata

cttggtatca
tgcataccgg
ccatctecte
acccactgac
ctgtcocttecat
gcctgetgaa
ttcaatcegg

gccttageag

gtggtggagg
cccagageoca
gctececcette
ctaaattgct
gcagtgggtc
ccacctatta

ctaaagtgga

gcgtaggega
cttggtatca
tgcataccgg
ccatetecte
acccactgac
ctgtcttcat
gcctgectgaa
ttcaatececgg

gecttageag

43

gcagaaaccyg
tgttceogtct
tetgeagecy
gtttggtggt
ctteoceoecceca
taacttctac
aaactcccag

cacactgaca

tggcteotgge
ttectetgta
agtctggtee
gatctacgaa
tggaactgac
ctgeggtgga

aatcaagegt

tegtgtgact
gcagaaaccyg
tgttcegtet
totgeagecyg
gtttggtggt
cttecececcca
taacttctac
aaactcccag

cacactgaca

180

240

300

360

420

480

540

840

900

960

1020

1080

1086

60

120

180

240

300

360

420

480

540



ctgagcaagg
ctgagectcac
ggtggtgget
agcgccagtg
aattttctat
gcaagcaaac
tttaccctga
ggttacagta

acctga

ctgactacga
ccgtgacaaa
ccggaggegg
tcggagacag
cctggtacceca
tcaccagegyg
caatctecte

gcataagtga

gaaacacaag
gagcotttaac
aggaagcgac
agtgactatt
gcaaaagccc
cgtgccecage
actcocagecoe

tacgacattt
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gtctacgcet
aggggagagt
atccagatga
acctgccaaa
ggaaaggctc
aggttcageg
gaggactteg

ggatgcggea

gcgaagtgac
gtggtggagy
cccagagcecc
gctcccette
ctaaattgct
gcagtgggtc
ccacctatta

ctaaagtgga

44

acatcaaggce
tggectetgge
ttectectgta
agtctggtcc
gatctacgaa
tggaactgac
ctgeggtgga

aatcaagcegt

600

660

720

780

840

900

960

1020

1026



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2737998 T3

REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusion de anticuerpo biespecifico que se une a OX40 humano y seroalbimina humana, y
antagoniza la unién de OX40 a OX40L, comprendiendo la proteina de fusién de anticuerpo biespecifico:

una cadena pesada que comprende, en secuencia desde el extremo N, un primer dominio variable de cadena
pesada (Vu1), un dominio CH1 y un segundo dominio variable de cadena pesada (Vh2),

una cadena ligera que comprende, en secuencia desde el extremo N, un primer dominio variable de cadena ligera
(VL1), un dominio CL y un segundo dominio variable de cadena ligera (V.2),

en la que dicha cadena pesada y ligera se alinean de modo que VH1 y VL1 forman un primer sitio de unién a
antigeno y VH2 y VL2 forman un segundo sitio de unioén a antigeno,

en la que el antigeno unido por el primer sitio de unién a antigeno es OX40 humano y el antigeno unido por el
segundo sitio de unién a antigeno es seroalbimina humana,

en la que el primer dominio variable de la cadena pesada (Vu1) comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 1
para CDR-H1, la secuencia dada en la SEQ ID NO: 2 para CDR-H2 y la secuencia dada en la SEQ ID NO: 3 para
CDR-H3 y el primer dominio variable de la cadena ligera (V.1) comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 4
para CDR-L1, la secuencia dada en la SEQ ID NO: 5 para CDR-L2 y la secuencia dada en la SEQ ID NO: 6 para
CDR-L3,

en la que el segundo dominio variable de cadena pesada (VH2) tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 11 y el
segundo dominio variable de cadena ligera (V. 2) tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 12y

el segundo dominio variable de cadena pesada (Vu2) y el segundo dominio variable de cadena ligera (Vi 2) estan
unidos por un enlace disulfuro.

2. Una proteina de fusion de anticuerpo biespecifico de acuerdo con la reivindicacion 1, en que hay un conector
peptidico entre el dominio CH1 y el segundo dominio variable de cadena pesada (Vn2).

3. Una proteina de fusion de anticuerpo biespecifico de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en que
hay un conector peptidico entre el dominio CL y el segundo dominio variable de cadena ligera (V.2).

4. Una proteina de fusion de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el
primer dominio variable de cadena pesada (Vn1) comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 8.

5. Una proteina de fusidon de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el
primer dominio variable de cadena ligera (VL1) comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 7.

6. Una proteina de fusiéon de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la
cadena pesada comprende o consiste en la secuencia dada en la SEQ ID NO: 15.

7. Una proteina de fusiéon de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que la
cadena ligera comprende o consiste en la secuencia dada en la SEQ ID NO: 16.

8. Una proteina de fusién de anticuerpo biespecifico que se une a OX40 humano y seroalbumina humana, y
antagoniza la unién de OX40 a OX40L, en la que la proteina de fusion de anticuerpo biespecifico tiene una cadena
pesada que comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 15 y una cadena ligera que comprende la secuencia
dada en la SEQ ID NO: 16.

9. Una secuencia de ADN aislada que codifica una proteina de fusiéon de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 8.

10. Un vector de clonacion o expresion que comprende una o mas secuencias de ADN de acuerdo con la
reivindicacién 9.

11. Un vector de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que el vector comprende las secuencias dadas en la SEQ ID
NO: 22 y la SEQ ID NO: 24.

12. Una célula hospedadora que comprende uno o mas vectores de clonacion o expresion de acuerdo con la
reivindicacién 10 o reivindicacion 11.

13. Un proceso para la produccion de la proteina de fusién de anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 8, que comprende cultivar la célula hospedadora de la reivindicacién 12 y aislar la proteina de fusion de
anticuerpo.

14. Una composicion farmacéutica que comprende una proteina de fusién de anticuerpo biespecifico de acuerdo con

una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en combinacion con uno o méas de un excipiente, diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable.
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15. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 14, que comprende adicionalmente otros
ingredientes activos.

16. Una proteina de fusion de anticuerpo biespecifico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o
una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 14 o reivindicacion 15, para su uso en tratamiento.

17. Una proteina de fusion de anticuerpo biespecifico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o
una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 14 o reivindicacion 15, para su uso en el tratamiento
o profilaxis de un trastorno patolégico que se selecciona del grupo que consiste en alergia, EPOC, enfermedad
autoinmunitaria, artritis reumatoide, asma, enfermedad de injerto contra hospedador, enfermedad de Crohn, colitis
ulcerosa, diabetes de tipo 1, esclerosis multiple, lupus eritematoso diseminado, nefritis lUpica, miastenia grave,
enfermedad de Graves, rechazo de trasplante, granulomatosis de Wegener, purpura de Henoch-Schonlein,
esclerosis diseminada e inflamacion pulmonar inducida por virus.

18. La proteina de fusién de anticuerpo biespecifico o composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con la
reivindicacién 17, en la que el trastorno patoldgico es enfermedad de injerto contra hospedador.

19. La proteina de fusidn de anticuerpo biespecifico o composicidén farmacéutica para su uso de acuerdo con la
reivindicaciéon 17, en la que el trastorno patolégico es lupus eritematoso diseminado.
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Figura |

s

Primera region vanable de la cadena ligera VL1

Primera region vanable de la cadena pesada VHI

Regiones constantes cKappa y CHI

Segunda region vanable de la cadena ligera VL 2 @

Segunda region vanable de la cadena pesada VH?2 @

Enlace disulfuro
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Figura 2

{a) Region vanable de cadena higera del anticuerpo A26 (SEQ ID NO: 7)
DIOMTOSPSSLSASVGDRVIITCRATOS IYNALAWY QUKPGKAPKLLIYNANTLHTGVPSRE
SASGSLGTDSTLT ISSLOPEDEATYYCOOY Y DY PLTFGGLGTEVE L KR

{b) Region vanable de cadena pesada del anticuerpo A26 (SEQ D NO: 8)
EVOLVESGLGLVOPGLSLELECAASGFTFTNYGIHWIRQAPGKGLEWVASISFSGGLTYYRD
SVEGRFTISRDDAKNS PYLOMNSLRAEDTAVY YCATGGEGIFDYWGOSTLYVTVES

(c)

CDREHI: NYGIH (SEQIDNO:1)

CDRH2: SISPSGGLTYYRDSVEG (SEQ ID NO: 2)
CDRH3: GGEGIFDY (SEQ ID NO: 3)

CDRLI: RATOSIYNALA (SEQ ID NO: 4)
CDRL2: NANTLHT (SEQ ID NO: 5)

CDRL3: QOUYYDYPLT (SEQ ID NO: 6)

{d) Cadena hgera de componente Fab del anticuerpo antiOXA40 (SEQ D NO: 9)
DICMTOSFSSLEASVGEDRVT ITCRATOS IYNALAWY QUK PGEAPRLLIYNANTLHTGVESREY
SACGSGTDST LT IS L PEDEAT Y Y Y Y DY PLTFGOGGTRVE IRETVAAPSVEFIFPESDEQ
LESGTASVVCLLNNEY PREAKVORWEVDNATLOSGNSOESVTEQDSEDSTY S LS STLTLSKADY
EKHEVYRACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

{(d) Cadena higera de componente Fab del anticuerpo antiOX40 (SEQ [D NO: 10)
EVOLVESGEELVOPGESLRLSCAASGFIFINYGIHWIRCAPGRGLEWVASISPSGGLTYYRD
SVEGRFTISRDDAKNS PYLOMNSLRAEDTAVYYCATGGEGIFDYWGOGTLVIVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPERFVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLESVY
TVPSSSLGTOTY ICNVNHEPSNTEKVDKEVEPKSC
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Figura 3

{d) Cadena pesada de componente Fv antialbimna (SEQ 1D NO: 11)

BV L LE GGG LV PGS LRL S AV G I DL S A IV ROAPGKCLERIGI IHASGT TR AT HARGRETISRDKSE
NTVY LOMHSLEAEDTAVY YCARTVEGY STAPYFDLWFOETLYVTVSEE

{b) Cadena hgera de componente Fv antialbimmuna (SEQ) 1D NO: 12)

DIgMT S PSSV A VGDR T I TS S P VW SHE LS MY QO PGEAPELLIYEASKLTSGYEPSRFSGSGEGTDFTLT
[ESLOPERDFATYYCGEGY SSISDTTRGCGTEVEIKRET

(¢) Conector 1 (SEQ ID NO: 13)
BE0GGSGGEGELTEIEES

(d) Conector 2 (SEQ ID NO: 14)
GLEGSGLEGESGEEES

(e) Pesada de Fab A26 (G4S. GAT, G4S)-645dsFv(gH3) (SEQ ID NO: 15)
EVOLVESGGG LM PGS LRLSC AR SGI T ETHY GIHNIROAPGEGLEMAS ISPSGGLTYYRDEAVEGRETISRDDR
BN EPY LM S LA L T A Y A TG E G I DY WGE T LV TV S SASTEGESVEFPLAPS SKSTEGETAALGC LVEDYE
PEPVTVSWHNSGALT SGVHTFPAV LD SSGLY SLESVWTVESSSLETOTY ICNVHHEESHTEVDKEVE PESCSGGEE
SGGGGT GGG EVOLLE GGG LY PG SLRLSCAYEGI DLSNY A I NV ROAPGHRC LEW IGI INASGTT EYATWAK
GEFTISRDNSENTVY LOMNSLRAEDTAVY YCARTVRPGY STAPYFDLAGQGTLVTVES

(f) Ligera de Fab A26 (3xG4S)-645dsFv(gL4) (SEQ ID NO: 16)
DI TSP e S LeA SV DRV T ITCRA T S I Y HA LAY K PFGEAPK LLI YMANT LHT VPSR SASGSETDSTLTL
AL EEDEF AT Y YOO Y DY PLT P GEGTEVE TR TV AA RS F I FPPEDEQLESGTASVVC LLMNEFY FREAKVDWKY
DHALOSGHSOESVTEODSEDSTYSLESTLT LASKADYEEHEVY ACEVTHOG LSS PVTE SFNRGECGGGGSGEGEEEG
eGSO T e P S SV A SV G DR T I TS S PSR SN L eWY QO PGHAPE LLI YEASKLTESGYRSRF SGSGEGTD
FILTISSLOPEDFATY Y CGGGEY SSISDTTRGCGTEVEIKRT
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Figura 4

(a) Dominio vanable de cadena pesada 645gH1 (SEQ ID NO: 17)
EVQLLESGGGLVOPGGSLRLSCAVSGIDLSNYAINWVROAPGKCLEWIGI IWASGTTFYATHAKGRETISRDSTT
VY LOMNSLRAEDTAVYYCARTVPGY STAPYFDLUWGQGTILVIVSES

(b) Dominio variable de cadena ligera 645g L1 (SEQ ID NO: 18)
DIVMTQSPSSVSASVGDRVT ITCQSSPSVHSNFLSWYQOKPGKAPKLLI YEASKLTSGVPSRFKGSGSGTOFTLT
1SSLOPEDFATYYCGGGYSSISDTTFGCGTRVEIK

(¢c) Pesada de Fab A26 (3xG4S5)-645dsFv(gH1) (SEQ 1D NO: 19)

EVQLVESGGGLVOPGGE LRLSCARSGFTFTNYGIHWIRQAFGKGLEWVASISPSGGLTYYRDSVEGRFTISRDDA
KNSPYLQMNSLRAEDTAVYYCATGGEGI FDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYF
PERVTIVSHWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLY SLSSVVTVPSSSLGTOTY ICHVHHEFSNTEVDKEVE PKSCSGGEE
SGGGGSGGGGSEVOLLESGGGLYOPGGSLRLSCAVSGIDLSNYAINWVROAPGKCLEWIGI INASGTTFYATWAK
GRFTISRDSTTVYLOMNSLRAEDTAVYYCARTVPGYSTAPYFDLWGQGTLVTVSS

(¢) Ligerade Fab A26 (3xG4S)-645dsFv(gL1) (SEQ ID NO: 20)
DICMT QS PSS LEASVGDRVT ITCRATOS IYNA LAWY QDK PGRAPKLLIYNANTLHTGVPSRESASGSGTDSTLTI
SELQPEDFATYYCOOYYDY PLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLESGTASVVC LLMNFY PREAKVOWKY
DHALCSGHEQESVTEQODSKDSTYSLESTLTLSEADY EKHEVY ACEVTHOGLSSFVTKSFHNRGECSGEGESGEGES
GGGGSDIVMTOSPSSVSASYGDRVT ITCOSSPSVWSNELSWYQOKPGRKAPKLLIYEASKLTSGVPSREKGSGSGT
DFTLTISSLOPEDFATYYCGGGYSSISDTTFGCGTEVEIR
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Figura 3
a) ADN que codifica la cadena pesada de A26-645{gH3) incluyendo el lider de
OmpA de E. coli (SEQ 1D NO: 21)

ATGAAGAAGACTGCTATAGCGATCGCAGTGECGCTAGCTGGT TTCGCCACCOTOGOCCANGCTGARGTTCAGCTG
GTCRAGTCTEEAGGLEEEC T TETCCAGECTGEAGGEGAGCC TEROGTC TCTCTTE TECAGC ARGUEGT TTCACGTTE
ACCARCTACGETATCCACTGEATTCGPCAGGCACCAGGTARAGGTC TGGAATGEGTAGCCTCTATC TCTCOGTCT
GETEETCTGACETAL TACCGTGACTC TG TCARAGGTOGTTTCACCATC TCTOGTGATGACGCGAMARARCTCTCCG
TACC TG ARATGARC T TC TG G TGCAGARGATACCGCAGTETACTACTGOGE TAC TGO TG TGAMGETATCTTC
GACTACTGGOGTCAGGGTACCC TGETARCTGTC TCGRGCGCT TCTACRARAGGECCCARAGCGTTTTCOCACTGGET
CCGTCCTCTAAATCCACC TCTGETGETACGGC TECACTGGET TGCC TGS TGARRGAC TACTTCOCAGAACCAGTT
ACCGTGTCTTGGAAC TC TG TGCACTGACC TCTEETETTCACACCTTTCCAGEAGTTCTCCAGTC T TCTGETC TS
TACTCCC TG TCTAGCGTGG T TACCGT TOCGTC T TC T TC TCTEGGTACTCAGACCTACATCTGCAACGTCARCCAC
AARCCGTCCARCACCRAGETCGACARARRAGTCCAGCCGARRTCC TG TAGTGEAGG TOGGEEC TCAGGTOGAGED
GGGACCGEGTGGAGGTOGCAGCGAGGT TCAACTGCT TGAGTCTGGAGGAGGCCTAGTCCAGCCTGGAGGGAGCCTG
CETCTCTCTTGTGCAGTARGCGECATCGRACCTGAGCART TACGCCATCARC TEEETCAGACAAGC TCUGGGEAAG
TG T TR GAA T GGATC e T AT AR T A TGS GO ARG TEEGACGACC T TT TATGC TAC A TEEGCGRARGGARGETTTACA
ATTAGCCGREACAATAGCARARACACOGTETATC TCCARATERACTCC TTROEARCAGRAGEACRCGRIGETETAC
TATTGTGLTCGCACTGTCOCAGET TATAGCACTGCACCCTACT TCGATCTGTGEGGAC ARGGGACCT TGGETGALT
GTTTCAAGTTAA

b) ADN que codifica la cadena pesada de A26-645(gHS5) (SEQ [D NO: 22)
GARGTTCAGCTGCTCGAGTC TOSAGGCGEGCTTETCCAGCCTEGAGGCAGCCTECGTCTCTCTTGTGCAGCAAGT
GGTTTCACGTTCACCAAC TACGGTATCCAC TGGATTCGTCAGGCACCAGGTARAGGTC TGGAATGEETAGCCTCT
AT T TG TE T Ge T e T TGAC G TAC TAC O TGAC T TCTCAAAGGTCGTTICACCATC TCTOGTGATCACGEG
AARRARCTCTCCG TACC TG ARAR TGRAC TC TCTGC G TG AGRAGAT ACCGCAGTGTACTACT GG TACTGG TGET
GARGGTATCTTCGACTACTGGEETCAGGCTACCCTGGTAAC TG TCTCGAGCGC TTCTACARAGGGCCCARGCGTT
TTCCCACTGEC TG T T TAAA TCCACC PO TGE T GETACGEI TGO ACTRGE T TGO TGLTGARAGRCTACTTE
CCAGARCCAGTTACCETGTC TTGGARC TC TG TGCACTGACC TCTGETGTTCACACCTTTCCAGCAGTTCTCCAG
ToT T TGGTC TG TACTOCC TG TCTAGEGTGGT TACCGTTCCG TCT TC T TCTCT GGG TAC TCAGAS C TACATCTGE
AACCTCAACCACARACCGTCCARCACCARGGTCGACARAAARGTCGAGCCCARATCC TG TAGTGGACGGTCGGEED
TCAGETEEAGGECGEEACCGGTEEAGETGECAGCGAGETTCAAC TECTTGAGTC TGEAGGAGGCC TAGTCCAGCCT
G GA TG T T T T T T A T AN AT AT C TCAGC AR TTACGCCATCAAC TGEETGAGACAR
GO CCGEGGARG TG T T TAGAATGGATCGETAT AR TATGGGCCAGTGEGACGACC TTT TATGC TACATGEGCGRAR
GEARGGTTTACAATTACGCCOGGACAATAGCARAARCACCETETATC TCCARATGARCTCCTTEOGAGCAGAGGAL
ACGGOGGTGTACTAT TG TGO TCGCAC TG TOOCAGGTTATAGCACTGCACCCTACTTCGATC TG TGGGGACAAGES
ACCCTGGTGACTIGTTTCAAGTTAR
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Figura 6
a) ADN que codifica la cadena ligera de A26-645(gL4) incluyendo el lider de
OmpA de E. coli (SEQ 1D NO: 23)

ATGAARRRGACAGL TATCGC AR T TGOAGTGGCGT TG TGGT T TG CGAC OO T IGUGU ARG TGATATUCAGRT
AOCCAGRGCCCARCAGTCTCTCCGCCAGC G TAGGCGATCGTETCACTAT TACCTETCETECARCCCAGRGCATC
TACARCGCTCTEECT TOGTATCAGCAGARACCSEETARAGCGCCARARCTCOTEATC TACAACGEGARCACTOTE
CATACTGGTGT TG T TG T T T T TGl G T T GG T TO GG TACGGACTC TACTCTGACCATCTCC T TCTCCAG
COGEARAGATTTCC A TACTAC T GOCAGCAGTACTACAT TAC CCAC T GACGTTTELTEETEGTACCARRAGTT
GRGATCAARRCGTACGET TGCAGCTCCATCCGTCTTCATC TTTCCACCGTC TRACGAACAGCTCARATCTGGTACT
GCTTC TG TG T T TECCTCCTGAACAAC TTC TATCCGCG TEAAGCGAARGTCCAG TGGARAGTCEACARCGCACTC
CAGTCIGGTARC TC TCAGGARTC TG TGATCGAACAGGAC TUCARAGACTUCARCC TACTCTCTGTUTAGC ACCCTG
ACTCTETCCAARGCAGAC TACGAGERARCACAMACTETACGC T TGCGAAGT TACCCATCAGGETCTEAGUTCTCCE
GTTACCARRTCCT TTAATAGAGGELGAGTGTGETGGCGETELCAGTGETOLTGEAGET TCCGGAGLTOGLGGTTCA
GACATACARATGACCCAGAGTCCTTCAT GG TATCCGCGTCCGTTGGCGATAGGGTGACTAT TACATGTCARAGT
T TAGC ST TGGAGCARTTTTC TATCC TGGTATCARC AGAARCCHGELGRALGU TCCAARATTTC TGATTTAT
AR T AR T A A TR T T O T AR GAT T AL TG TC T GEATC ACCGACAGRCTTCACGTTGACER
ATCAGTTCGCTGCAACCAGAGGAC T TTGUGACCTACTAT TGTEETGEAGETTACAGTAGCATARGTGATACGACA
TTRGGGTGUGGTAC T ARG TGGARATCARARCGTACCTAR

b) ADN que codifica la cadena ligera de A26-645(gL4) (SEQ ID NO: 24)

GATATCCAGAT A AGAGCCC ARG TCTCTCC GO ARG G TAGGCGATCGTGTGACTATTACCTGTCGTGCA
ACCCAGAGCATCTACAACGCTCTGECTTGGTATCAGCAGAAN D COGETARAGIGCCAAAACTCOTGATCTACARD
GOGARA A T TG A T A TEG T T TG T TG T T T T TG G T TG T T TR TACGGACT CTRACTU TGACCATC
TOCTCTETCCAGCCGGARGATTTCGOGACC TACTACTECCAGCAGTAC TACGAT TRECCACTGRCGT TTGGTGET
GETRC ARG T TGRGATCAARCGTACGG T TGCAGC TCCA TG T T TCATCT T IO ACCGT CTGACGARCAGCTC
AR T T T AT T T T T T T T T TEAA AR T T TAT LG TEARGC G ARG TCUAGTGRARAGTC
GARCARAC G AL TCCAG T TG TAACTC TCAGERAT CT G TGACCGAACAGGACTOCARAGACT CCACCTACTCTCTG
T TAG A TEAC T TG TCCAAAGCAGAC TACGAGARRC ACAAA S TETACGC T TGCGAAGTTACCCATCAGGET
CTGAGC T TCCGE T TACCARA TCC T TTAR T AGAGGGGAGTGTGETGEUGH TG AGTGETGETEGAGGTTCCGEA
GETEECEETTCAGACATACARATGROCCRGAGTCCTTCATCCETATCCGOETCOETTEECEATAGEE TGACTATT
ACATGTCAAAGCTCTCC TAGCGTCTGGAGCAATTTTC TATCC TGO TATCAACAGAAACCGLEGARGECTCCAAAD
CTTCTGATTTAT GARGCC TCCAARC TCACCAGTEGACT TCC G TCAAGAT T CAGTEEC TC TEEATCAGGGACRGRT
TTCACGTTGACARTCAGT TCGC TG AR AGAGGACT T TGUGACC TACTAT TG TGGTGGAGGTTACAGTAGCATA
ACTCATACGACAT T TG TECGETAC TAACETECAAATCARMCGTACCTAR
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Figura 7

a) ADN que codifica la cadena pesada de A26-645(gHS5) incluyendo la secuencia lider de
B72.3 (SEQ ID NO: 25)

AT GGARTGETCCTGGGTCT TCC TG T I T T TCCT T T TG TCACAACC GGG TGCACAGCGAGG TGCAGCTCGTCGAG
TCTEEAGGECEGEECTTETCCAGCC TGEAGEGAGCC TECETC TC TC T TETGCAGC ARGCGETT TCACG TTCACCAAC
TACGETATCCACTGEAT TOGTCAGGCACCAGETAARGGTCTEEAATGEGTAGCCTCTATCTCTCCG TCTGETRET
CTGACGTACTACCGIGAC TC TG TICAARGGTCGTTTCACCATC TCTCGTGATGACGCGARAAACTOTCCGTACCTG
CAGATGAAC TCTCT oG TG AGARGATACCGCAGTGTACTAC TG GC TAC TGE TGETGAAGGTATC TTCGACTAL
TGGGETCAGGGTACCCTEGTARCTGTC TCARGCGCTTCTACARRGGEECCCATCGGTC TTCCOCC TGRCACCCTCC
TCCAAGAGCACCTCTGEEGGCACAGCGGUOCTGEECTGCCTOGTCAAGGACTACTTCCCCGAACTGGTGACGGTS
TCETEGAACTCAGGCGCCCTEACCAGCGECGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCTGGAC TCTACTCC
CTCAGCAGLGTGETGACCGTECCCTCCAGCAGC TTGGECACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACARGCCT
AGCARCACCARGGTCEACAAGARRGT TGAGCUCARATCTTET TCCGGAGGTGEOGGT TCCEEAGGTEGLGGTACT
GGTGEOGETGGATCCGAAG TCCAGCTGC TTGARTCCGGAGOCGGAC TCOTGCAGCOCGGAGGCAGTCTTCGETTG
TCCTECRCTGTATCTGEAATCGACCTGAGCAATTACGCCATCAACTGEGTEAGACAGGCACCTEGEAMATGCCTC
GAATGGATCGGCAT T AT A TGS T AG T GEGARCGACCT TT TAT GO TACATGEGC GAAGGETAGAT T ACRATCTOA
CEGEATAATAGTAAGRACACAGTGTACC TRCAGATGAACTCCC TECEAGCAGRGEATACCGCCETT TACTATTGET
GCTCGCACTGTCCCAGGT TATAGCAC TGCACCCTACT TTGATC IGTGGEGECAGGGCACTCTEETCACCGTCTCR
AGTTGA

by ADN que codifica la cadena pesada de A26-645 (gHS) (SEQ 1D NO: 26)
GAGETGCAGCTCGTCGAG TC TGGAGGCGEGCTTETCCAGCCTEGAGEGAGCCTECGTC TCTCTTGTEGCAGCARGT
GGTTTCACGT TCACCAAC TACGETATCCACTGGAT TCGTCAGGCACCAGGTARAGETCTGEAATGEETAGCCTCT
ATCTCTCCGTCTGGTGGTC TEACGTAC TACCGTEAC TE TG TCAAAGGTCGTTTCACCATC TC TCGTGATGACGEG
AARAACTCTCOGTACC TGCAGATCARC TCTOTGUG TEOAGARGATACCGCAGTGTAC TACTGCGCTACTGG TGET
GARGGTATCTTCGACTACTCGECTCAGGETACCC TGETARC TG TC TCAAGCGC TTCTACARMGEGCCCATCGETC
TTCCCCCTGECACCCTCC TCCARGAGCACC TC TEEGGGCACAGCEGCCCTGGECTECCTGETCARGGACTACTTC
CCCCARCCEETGACGETG TG TEEAAC TCAGGCECCCTEACCAGCOECOTGCACRCCTTCCCBECTETCCTACAS
TCCTCTGGACTCTACTCCC TCAGCAGCGTEGTGACCGTGOOC TCCAGCAGC TTGGECACCCAGACC TACATCTGE
AACGTGAATCACARGCCCAGCAACACCARGETGCACARGARRGTTGAGCCCARATCTTGTTCCGRAGGTGGCGET
TCCGGAGGTEECGETACCEGTEECGE TGEATCCEAAGTCCAGE TECT T GAATC CGEAGECEEATTCGTECAGUCD
GGAGGCAGTCTTCGCT TETOCTGCGC TG TATC TGCARTCGACC TGAGCARTTACGCCATCAAC TGGETGAGACAG
GCACCTGGGAAATGCCTCGARTGGATCGECAT TATATGGGCTAGTGGEGACGACCTTTTATGC TACATGEGCGRAG
GETAGATTCACAATC TCACGEGATAATAGTARGAACACAGTETACC TGCAGATGARC TCCCTEOGAGCAGAGGAT
ACCGCCGTTTACTATTGTGC TCGCACTGTCOCAGG T TATAGCACTGCACCCTACTTTGATC TG TGEGGGCAGGGT
ACTCTGGTCACCGTCTCGAGTTGA
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Figura 8

a) ADN que codifica la cadena ligera de A20-645(gL4) incluyendo la secuencia lider de
B72.3 (SEQ ID NO: 27)

AT TG T AR CAGG TEC T GGG TG T TC TG T T G T GG TCACCGAT G TAGG TG TGRTATCCAGATGROC
CAGAGETCCAAGCAGTC T TG C ARG TAGECEAT CETETEACTATTACC TETCETEC AACCTAGAGCATCTAC
ARG PO TGECTTGETAT CAGC AGARACCGEETAARGOGCCARRACTCCTEATCTACARCGOGRACACTCTGCAT
ACCEETETTCCETC TG T T TE TETECGTC TGET T TEETACGEACTC TAC T TEACCATCTCC T T MECAGCCE
GARRGATTTCGCGACCTAC TACTGCCAGCAGTACTACGAT TACCCACTGRACGTT TGS TGETGGTACCARAGTTGAG
ATCAARCGTACGETCGEC TECACCATC TG TCTTCATCTTCCCCCCATC TGATGRGCAGT TGAAGTCTEECACTGOC
TCTET TG TG TGCC TGO TGRATAAC TTC TACCC TAGAGAGELCAAAGTCCAGTGEARGG TGGATARCGCCCTTCAR
ToCGERAMC TCCCAGEAGAGE T TCAC TEAGUAGEAC TCAARGEAC TCCACC TATAGCC T TAGCAGL AT ACTGACA
CTGAGTAMGECTGACTACGAGAARC RCARGGTC TAC GO CTROGARG TGACACATCARGEGCCTGRGU TCACCCGTG
ACARARGACCTTTAACRCGEGAGAGTETGETGEAGGTFECTCTEECEETEETGEC TCCEGAGECEGAEGARGCGAD
ATCCAGATGACCCAGRGCCCTTCCTC T TAMNGCGCCAGTOTCGGAGACAGAGTGACTATTACC TGCCAAAGCTCC
T ARG T T GG TCCRAT T T T T AT O TG TACC AGC ARARG O GG ARRGGC TCC T ARAT TGU TGATC TACGAR
GCARGTARACTCACCAGCGEOGTGUCCAGTAGE T TCAGCGECASTGEGTC TGFAAC TGACT TTACCC TGACARTC
TCC TR T AC OO CACCAC T T CACC TAT TAC T ECEETEGACGTTACAETAGCATAACTEATACCGRCATTT
GGATGUGOCACTAAAGTOGAARTCAAGOGTACCTGA

b) ADN que codifica la cadena ligera de A26-645(gL4) (SEQ ID NO: 28)
GATATCCASATGACCOAGAGTCCARGCAGTC T TCCGCCAGCS TAGGCGATOG TG TOACTATTADC TGTCGTGCA
RCCCAGAGCATCTACARCCGCTCTGECT MGG TATCAGC AGARRCCGEETARAGCGCCARARCTCOTGATC TACRAC
GCGAARCACTCTGCATACCGG TG TTCCGTC TCGTITC TCTCLGTCTGG T TCTGG TACGGACTC TACTCTGACCATC
T T T T A AR A TT T OO A CTAC TAC TGO CACCACTAC TACGATTACCCACTEACE TTTEETRET
GETACCARAGTTGAGATCAMMCGTACGETGGCTGCACCATCTGICTTCATCTTOCCCCCATC TGATGAGCAGTTG
AAGTCTGGCACTGCCTCTGT TG TG TGOC TECTGAATAACTTC TACCC TAGAGAGGCCARAGTCCAGTGGARAGETG
GATARCGUOCTTCAATCCGGAAAC TCCCAGGAGAGTETCAC TGAGCAGGACTCARAGGAC TCCADC TATAGCCTT
AR A A TCACRC TR AR T A TR AGAR AR A S TC TACGUC TGO CARGTEAC R AT AAGED
CTGAGTTCACCCETEGACAAAGAGC T TTAACKRGGEGAGAGTG TG TGGAGGTHEUTC TGECGE TG TGEETCCGEA
GECGEAGGRAGCGACATCCAGATGACCCAGAGCCCT ICCTCTETAAGCGCCAG TG TCEGAGACAGAG TGACTATT
ACCTGOCARAGC TCCOC TTCASTC TGG TCCART TTTC TATCC TGS TACCAGEARAAGCCCGEARAGGCTCCTARR
TTGCIGATCTACGRAGCARGCARRC TCACCAGCGGCGTGCCCAGC AGGT TCAGCEGEC AGTGECTUTGEARCTGAC
TTTACCCTGACAATCTCCTCAC TCCAGOOCGAGGAC T TCGCCACC TATTACTGOGGTGGAGGTTACAGTAGCATA
ACTCEATACCAC A TTT CCATECGECAC TR R TOCARATCARCOCLTACCTER

54



Figura 9
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Anticuerpo unido especifico M
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Unién especifica de Fab-Fv A26 en HSA al 5%
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Figura 10
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Figura 11
A

Inhibicidn de la unidn de OX40L a linfocitos T CD4"0X40
humanos activados por Fab-Fv A26
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Figura 12

A Fab-Fv AZ26 inhibe una reaccidn de linfocitos mixtos humanos
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Figura 13

Porcantae de linfocitos CO4+CD25+
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Figura 14A

Fab-Fv A26 admimstrado antes de la transferencia celular imhube de forma

dependiente de la dosis la prohferacion de hnfocitos T CD4 en el modelo Hu-NSG
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Figura 148

Fab-Fv A26 adnumstrado antes de la transferencia celular inhabe la proliferacion
de linfocitos T CDE* en el modelo Hu-N5G

Sangre

E
T 15000
oy
[
(3]
-
T
E T .}
= sty
L0
e
& & P £ £ o £
O I A N -
EJG"'\ “.. 'ﬁ..
Fab Fv A28 Fab A26 PEG

61



ES 2737998 T3

Figura 14C

Fab-Fv A26 admimstrado antes de la transferencia celular inhibe de forma dependiente de la dosis
la proliferacion de linfocitos T CD4" en el modelo Hu-NSG
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Figura 14D

Fab-Fv A26 administrado antes de la transterencia celular inflube de forma dependiznie de la dosis

la prodiferacion de hinfocies T CDE en el modalo Hu-M5C
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