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DESCRIPCION
Politerapia de inmunocitocinas de variante de IL-2 dirigida a tumor y anticuerpos frente a PD-L1 humano

La presente invencion se refiere a la politerapia de inmunocitocinas de variante de IL-2 dirigida a tumor especificas
con anticuerpos especificos que se unen a PD-L1 humano.

Antecedentes de la invencién

El cancer es la causa principal de muerte en los paises econémicamente desarrollados y la segunda causa principal
de muerte en los paises en desarrollo. A pesar de los recientes avances en la quimioterapia y el desarrollo de
agentes dirigidos a nivel molecular para interferir en la transduccion y regulacién de las sefiales de crecimiento en
las células cancerosas, el prondstico de los pacientes con cancer avanzado sigue siendo malo en general. En
consecuencia, existe una necesidad médica persistente y urgente de desarrollar nuevos tratamientos que se puedan
anadir a los tratamientos existentes para incrementar la supervivencia sin provocar una toxicidad inaceptable.

Inmunocitocinas de IL-2 y basadas en IL-2 dirigidas a tumor

La interleucina 2 (IL-2) es una citocina que activa los linfocitos y los linfocitos citoliticos naturales (NK). IL-2 ha
demostrado que tiene actividad antitumoral; sin embargo, los altos niveles de IL-2 dan lugar a toxicidad pulmonar, y
la actividad antitumoral de IL-2 esta limitada por una serie de bucles de retroalimentacion inhibidora.

En base a su eficacia antitumoral, se ha aprobado el tratamiento con IL-2 en altas dosis (aldesleucina,
comercializada como Proleukin®) para su uso en pacientes con carcinoma de células renales (CCR) metastasico y
melanoma maligno en EE. UU., y para pacientes con CCR metastasico en la Unién Europea. Sin embargo, como
consecuencia del modo de accién de IL-2, la aplicaciéon sistémica y no dirigida de IL-2 puede comprometer
considerablemente la inmunidad antitumoral por medio de la induccién de linfocitos Treg y la AICD. Una preocupacion
adicional del tratamiento sistémico con IL-2 se relaciona con los graves efectos secundarios tras la administracion
intravenosa, que incluyen graves acontecimientos cardiovasculares, de edema pulmonar, hepaticos,
gastrointestinales (Gl), neuroldgicos y hematolégicos (resumen de las caracteristicas del producto [RCP] para
Proleukin (aldesleucina): http://www.medicines.org.uk/emc/medicine/19322/SPC/ (consultado el 27 de mayo de
2013)).

Se han sometido a prueba pautas posoldgicas con IL-2 en bajas dosis en pacientes, aunque a expensas de
resultados terapéuticos subéptimos. En conjunto, los enfoques terapéuticos que utilizan IL-2 pueden ser Utiles para
el tratamiento del cancer si se pueden superar los riesgos asociados con su aplicacion. Los inmunoconjugados que
comprenden un resto de union a antigeno dirigido a tumor y un resto efector basado en IL-2 se describen, por
ejemplo, en los documentos WO 2012/146628 y WO 2012/107417.

PD-L1 y anticuerpos frente a PD-L1

La coestimulacion o la provisién de dos sefales distintas a los linfocitos T es un modelo ampliamente aceptado de
activacion linfocitaria de los linfocitos T en reposo por las células presentadoras de antigeno (CPA). Lafferty et al.,
Aust. J. Exp. Biol. Med. Sci. 53: 27-42 (1975).

Este modelo proporciona ademas la discriminacion entre la tolerancia inmunolégica propia y no propia. Bretscher et
al., Science 169: 1042-1049 (1970); Bretscher, P.A., P.N.A.S. USA 96: 185-190 (1999); Jenkins et al., J. Exp. Med.
165: 302-319 (1987). La sefal primaria, o sefial especifica de antigeno, se transduce a través del receptor de
linfocitos T (TCR) después del reconocimiento del péptido del xenoantigeno presentado en el contexto del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC). La segunda sefial o sefial coestimuladora se proporciona a los linfocitos T
por las moléculas coestimuladoras expresadas en las células presentadoras de antigeno (CPA), e induce que los
linfocitos T promuevan la expansion clonal, la secreciéon de citocinas y la funcién efectora. Lenschow et al., Ann.
Rev. Immunol. 14:233 (1996). En ausencia de coestimulacion, los linfocitos T se pueden volver resistentes a la
estimulacion antigénica, no generar una respuesta inmunitaria eficaz y, ademas, pueden dar como resultado el
agotamiento o la tolerancia a xenoantigenos.

El modelo de dos sefiales simple puede ser una simplificacion excesiva porque la intensidad de la sefial del TCR
tiene, en realidad, una influencia cuantitativa sobre la activacién y diferenciacién de los linfocitos T. Viola et al.,
Science 273: 104-106 (1996); Sloan-Lancaster, Nature 363: 156-159 (1993). Ademas, se puede producir la
activacion de los linfocitos T incluso en ausencia de sefial coestimuladora si la intensidad de sefal del TCR es alta.
Lo mas importante, los linfocitos T reciben tanto sefales coestimuladoras secundarias positivas como negativas. La
regulacion de dichas sefales positivas y negativas es clave para maximizar las respuestas inmunitarias protectoras
del huésped, mientras se mantiene la tolerancia inmunoldgica y se previene la autoinmunidad.

Las sefales secundarias negativas parecen necesarias para la induccion de la tolerancia de los linfocitos T, mientras
que las sefales positivas promueven la activaciéon de los linfocitos T. Aunque el modelo de dos sefiales simple
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todavia proporciona una explicacion valida para los linfocitos indiferenciados, la respuesta inmunitaria de un
huésped es un proceso dinamico, y también se pueden proporcionar sefiales coestimuladoras a linfocitos T
expuestos a antigeno.

El mecanismo de coestimulacién es de interés terapéutico porque la manipulacion de las sefales coestimuladoras
ha demostrado que proporciona un medio para potenciar o bien terminar la respuesta inmunitaria basada en células.
Recientemente se ha descubierto que la disfuncion de los linfocitos T o anergia se produce simultaneamente con
una expresion inducida y sostenida del receptor inhibidor, el polipéptido de muerte programada 1 (PD-1). Como
resultado, el direccionamiento terapéutico de PD-1 y otras moléculas que envian sefiales a través de interacciones
con PD-1, tales como el ligando de muerte programada 1 (PD-L1) y el ligando de muerte programada 2 (PD-L2), son
un area de gran interés. Se ha propuesto la inhibicion de la sefializacion por PD-L1 como un medio para potenciar la
inmunidad por los linfocitos T para el tratamiento del cancer (por ejemplo, inmunidad tumoral) y de la infeccion,
incluyendo tanto infeccion aguda como cronica (por ejemplo, persistente). Sin embargo, puesto que aun no se ha
comercializado un tratamiento optimo dirigido a una diana en esta via, existe una necesidad médica no satisfecha
significativa. Los anticuerpos frente a PD-L1 se describen, por ejemplo, en el documento WO 2010/077634. Pretto et
al. (Pharmacotherapy of metastatic melanoma: Emerging trends and opportunities for a cure, Pharmacology and
Therapeutics, vol. 139, n.° 3, 2013, paginas 405-411) se refiere a tratamientos aprobados y experimentales para el
melanoma metastasico usando anticuerpos anti-PD-L1 o conjugados de IL-2. El documento WO2012/107417A1 se
refiere, en general, a polipéptidos interleucina-2 mutantes que presentan afinidad reducida con respecto a la
subunidad a del receptor de IL-2 para su uso como agentes inmunoterapicos. El documento W0O2012/146628 se
refiere, en general, a inmunoconjugados especificos de antigeno para proporcionar selectivamente restos efectores
que influyen en la actividad celular.

Sumario de la invencion

La invencién comprende la politerapia de una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor con un anticuerpo
que se une a PD-L1 humano para su uso en el tratamiento del cancer o tumor, para su uso en la prevencion o
tratamiento de metastasis, para su uso en el tratamiento de enfermedades inflamatorias, para su uso en el
tratamiento o retraso de la progresion de una enfermedad relacionada con el sistema inmunitario, tal como
inmunidad tumoral, o para su uso en la estimulacion de una respuesta o funcidon inmunitaria, tal como la actividad de
los linfocitos T.

La invencién comprende el uso de una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor para la fabricacion de un
medicamento para su uso en el tratamiento del cancer o tumor, para su uso en la prevencién o tratamiento de
metastasis, para su uso en el tratamiento de enfermedades inflamatorias, para su uso en el tratamiento o retraso de
la progresion de una enfermedad relacionada con el sistema inmunitario, tal como inmunidad tumoral, o para su uso
en la estimulacion de una respuesta o funcion inmunitaria, tal como la actividad de los linfocitos T, en el que la
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor se administra en combinacién con un anticuerpo que se une a
PD-L1 humano.

La invencién comprende el uso de un anticuerpo que se une a PD-L1 humano para la fabricacion de un
medicamento para su uso en el tratamiento del cancer o tumor, para su uso en la prevencién o tratamiento de
metastasis, para su uso en el tratamiento de enfermedades inflamatorias, para su uso en el tratamiento o retraso de
la progresion de una enfermedad relacionada con el sistema inmunitario, tal como inmunidad tumoral, o para su uso
en la estimulacion de una respuesta o funcion inmunitaria, tal como la actividad de los linfocitos T, en el que el
anticuerpo que se une a PD-L1 humano se administra en combinacién con una inmunocitocina de variante de IL-2
dirigida a tumor.

La invencion se refiere a una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en combinacién con un anticuerpo
que se une a PD-L1 humano para su uso como una politerapia en el tratamiento del cancer, para su uso como una
politerapia en la prevencién o tratamiento de metastasis, para su uso como una politerapia en el tratamiento de
enfermedades inflamatorias, o para su uso como una politerapia en el tratamiento o retraso de la progresién de una
enfermedad relacionada con el sistema inmunitario, tal como inmunidad tumoral, en la que la inmunocitocina de
variante de IL-2 dirigida a tumor usada en la politerapia se caracteriza por comprender

a) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:84, y SEQ ID NO:86 y SEQ ID NO:88, o

b) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:108, y SEQ ID NO: 109 y SEQ ID NO:110, o

c) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:79, y SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81, o

d) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:124, y SEQ ID NO:125 y SEQ ID NO:126,

y el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
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SEQ ID NO:92, o

b) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:93, o

¢) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:94, o

d) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:95, o

€) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:96, o

f) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO:97, o

g) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:98, o

h) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:99, o

i) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 100, o

j) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO: 101, 0

k) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 102, o

I) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 103, o

m) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 104, o

n) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO: 105, o

0) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 106, o

p) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:91 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 107.

Un modo de realizacion de la invencion se refiere a la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en
combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano para su uso como se divulga en el presente
documento, en el tratamiento del cancer. Un modo de realizacion de la invencion se refiere a la inmunocitocina de
variante de IL-2 dirigida a tumor en combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano para su uso como
se divulga en el presente documento, en el tratamiento de cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de colon,
cancer ovarico, cancer de melanoma, cancer de vejiga, cancer renal, cancer de rifion, cancer de higado, cancer de
cabeza y cuello, cancer colorrectal, melanoma, cancer pancreatico, cancer de carcinoma gastrico, cancer esofagico,
mesotelioma, cancer de prdéstata, leucemia, linfomas, mielomas. Un modo de realizacion de la invencion se refiere a
la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en combinacion con un anticuerpo que se une a PD-L1
humano para su uso como se divulga en el presente documento, en la prevencion o tratamiento de metastasis. Un
modo de realizacién de la invencidon se refiere a la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en
combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano para su uso como se divulga en el presente
documento, en el tratamiento de enfermedades inflamatorias. Un modo de realizacién de la invencion se refiere a la
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano
para su uso como se divulga en el presente documento en el tratamiento o retraso de la progresiéon de una
enfermedad relacionada con el sistema inmunitario, tal como inmunidad tumoral. Un modo de realizacion de la
invencion se refiere a una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en combinacién con un anticuerpo que
se une a PD-L1 humano para su uso en i) la inhibicion del crecimiento tumoral en un tumor que expresa la diana de
la inmunocitocina; y/o ii) la potenciacién de la mediana de la supervivencia y/o supervivencia global de sujetos con
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un tumor que expresa la diana de la inmunocitocina; en el que la diana se presenta en una célula tumoral o en un
entorno de células tumorales, en el que la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor usada en la politerapia
se caracteriza por comprender

a) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:84, y SEQ ID NO:86 y SEQ ID NO:88, o

b) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:108, y SEQ ID NO:109 y SEQ ID NO:110, o

c) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:79, y SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81, o

d) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:124, y SEQ ID NO:125 y SEQ ID NO:126;

y el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:92, o

b) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:93, o

¢) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:94, o

d) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:95, o

e) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:96, o

f) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:97, 0

g) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:98, o

h) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:99, o

i) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 100, o

j) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 101, o

k) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 102, o

I) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO: 103, 0

m) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO: 104, o

n) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 105, o

0) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 106, o

p) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:91 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 107.

Un modo de realizacion de la invencion se refiere a la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en
combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano para su uso como se describe en el presente
documento, en i) la inhibiciéon del crecimiento tumoral en tumores que expresan CEA; y/o ii) la potenciacion de la
mediana de la supervivencia y/o supervivencia global de sujetos con un tumor que expresa CEA, en el que la
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inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor es una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida al antigeno
carcinoembrionario (CEA), en el que la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA se administra en
combinacion con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano; en el que la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida
a CEA usada en la politerapia se caracteriza por comprender

a) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:84, y SEQ ID NO:86 y SEQ ID NO:88, o
b) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:108, y SEQ ID NO:109 y SEQ ID NO:110.

Un modo de realizacion de la invencion se refiere a la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en
combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano para su uso como se divulga en el presente
documento, en i) la inhibicién del crecimiento tumoral en un tumor que expresa FAP; y/o ii) la potenciacién de la
mediana de la supervivencia y/o supervivencia global de sujetos con un tumor que expresa FAP; en el que la
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor es una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a la proteina
de activacion de fibroblastos (FAP), en el que la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP usada en la
politerapia se caracteriza por comprender

a) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:79, y SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81, o

b) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:124, y SEQ ID NO: 125y SEQ ID NO:126.

Un modo de realizacion de la invencion se refiere a la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor, para su
uso en el tratamiento de un paciente que tiene un tumor que expresa el antigeno carcinoembrionario (CEA) o un
tumor caracterizado por la expresién o sobreexpresion de CEA, que tiene un tumor que expresa la proteina de
activacion de fibroblastos (FAP) o un tumor caracterizado por la expresion o sobreexpresion de FAP o que tiene un
tumor asociado con la expresion o sobreexpresion de CEA o FAP, y en el que la inmunocitocina se administra en
combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano, en el que la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida
a tumor usada en la politerapia se caracteriza por comprender

a) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:84, y SEQ ID NO:86 y SEQ ID NO:88, o

b) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:108, y SEQ ID NO:109 y SEQ ID NO:110, o

c) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:79, y SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81, o

d) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:124, y SEQ ID NO:125 y SEQ ID NO:126;

y el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:92, o

b) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO:93, o

¢) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:94, o

d) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:95, o

e) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:96, o

f) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:97, o

g) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:98, o

h) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:99, o

i) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 100, o
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j) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 101, o

k) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 102, o

I) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 103, o

m) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 104, o

n) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 105, o

0) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 106, o

p) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:91 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 107.

Un modo de realizacion de la invencion se refiere a la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en
combinacion con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano como se describe en el presente documento, en el que
la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor usada en la politerapia se caracteriza por comprender

las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:84, SEQ ID NO:86 y SEQ ID NO:88, o
las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:79, SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81,
y en el que el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:92.

Un modo de realizaciéon de la invencion se refiere a la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en
combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano para su uso de acuerdo con como se describe en el
presente documento, caracterizada por que el componente de anticuerpo de la inmunocitocina y el anticuerpo son
de la subclase IgG1 humana o subclase IgG4 humana. Un modo de realizacién de la invencion se refiere a la
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano
para su uso como se describe en el presente documento, caracterizada por que dichos anticuerpos tienen una
funcién efectora reducida o minima. Un modo de realizacién de la invencién se refiere a la inmunocitocina de
variante de IL-2 dirigida a tumor en combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano para su uso como
se describe en el presente documento, en el que la funciéon efectora minima resulta de una mutacién en Fc sin
efector. Un modo de realizacion de la invencion se refiere a la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en
combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano para su uso como se describe en el presente
documento, en el que la mutacién en Fc sin efector es L234A/L235A o L234A/L235A/P329G o N297A o
D265A/N297A.

Los aspectos de la divulgacion se refieren a un procedimiento de tratamiento del cancer o tumor, un procedimiento
de prevencién o tratamiento de metastasis, un procedimiento de tratamiento de enfermedades inflamatorias, un
procedimiento de tratamiento o retraso de la progresion de una enfermedad relacionada con el sistema inmunitario,
tal como inmunidad tumoral, o un procedimiento de estimulacion de una respuesta o funcién inmunitaria, tal como la
actividad de los linfocitos T, comprendiendo el procedimiento administrar la politerapia de una inmunocitocina de
variante de IL-2 dirigida a tumor con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano.

La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor usada en la politerapia se caracteriza por comprender

un anticuerpo que se une a un antigeno presentado en una célula tumoral o en un entorno de células tumorales, o
un fragmento de unién a antigeno del mismo, y

un mutante de IL-2, en particular, un mutante de IL-2 humana, que tiene afinidad de unién reducida con respecto a la
subunidad a del receptor de IL-2 (en comparacion con IL-2 natural, por ejemplo, la IL-2 humana mostrada como SEQ
ID NO: 2), tal como una IL-2 que comprende:

i)una, dos o tres sustituciones aminoacidicas en una, dos o tres posiciones seleccionadas de las posiciones
correspondientes a los residuos 42, 45 y 72 de IL-2 humana mostrada como SEQ ID NO:2, por ejemplo, tres



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2774 380 T3

sustituciones en tres posiciones, por ejemplo, las sustituciones aminoacidicas especificas F42A, Y45A y L72G; o

i) los rasgos caracteristicos como se expone en i) mas una sustitucion aminoacidica en una posicion
correspondiente al residuo 3 de IL-2 humana mostrada como SEQ ID NO:2, por ejemplo, la sustitucion aminoacidica
especifica T3A; o

iii) cuatro sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a los residuos 3, 42, 45 y 72 de IL-2
humana mostrada como SEQ ID NO:2, por ejemplo, las sustituciones aminoacidicas especificas T3A, F42A, Y45A y
L72G.

La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor usada en la politerapia se caracteriza por comprender

un dominio variable de la cadena pesada y un dominio variable de la cadena ligera de un anticuerpo que se une a un
antigeno presentado en una célula tumoral o en un entorno de células tumorales y un dominio Fc que consiste en
dos subunidades y que comprende una modificacién que promueve la heterodimerizacion de dos cadenas de
polipéptidos no idénticos, y

un mutante de IL-2, en particular, un mutante de IL-2 humana, que tiene afinidad de unién reducida con respecto a la
subunidad a del receptor de IL-2 (en comparacion con IL-2 natural, por ejemplo, la IL-2 humana mostrada como SEQ
ID NO: 2), tal como una IL-2 que comprende:

i)una, dos o tres sustituciones aminoacidicas en una, dos o tres posiciones seleccionadas de las posiciones
correspondientes a los residuos 42, 45 y 72 de IL-2 humana mostrada como SEQ ID NO:2, por ejemplo, tres
sustituciones en tres posiciones, por ejemplo, las sustituciones aminoacidicas especificas F42A, Y45A y L72G; o

ii)los rasgos caracteristicos como se expone en i) mas una sustitucion aminoacidica en una posicion
correspondiente al residuo 3 de IL-2 humana mostrada como SEQ ID NO:2, por ejemplo, la sustitucion aminoacidica
especifica T3A; o

iii) cuatro sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a los residuos 3, 42, 45 y 72 de IL-2
humana mostrada como SEQ ID NO:2, por ejemplo, las sustituciones aminoacidicas especificas T3A, F42A, Y45A y
L72G.

El anticuerpo se puede unir al antigeno carcinoembrionario (CEA) o a la proteina de activacion de fibroblastos (FAP)
como la diana del anticuerpo, de modo que la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor sea una
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA o una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP, que tiene,
por tanto, un componente de anticuerpo anti-CEA o de anticuerpo anti-FAP de la inmunocitocina.

La modificacion del dominio Fc que promueve la heterodimerizacion puede ser una modificacion de boton en ojal,
que comprende una modificacién en botén en una de las subunidades del dominio Fc y una modificacion en ojal en
la otra de las dos subunidades del dominio Fc, o una modificacién que media en los efectos de conduccién
electrostatica, que comprende el reemplazo de uno o mas residuos de aminoacido en la interfase de las dos
cadenas de polipéptidos por residuos de aminoacido cargados, por ejemplo, una mutacion DD (por ejemplo, K392D,
K409D; numeracién EU) en una subunidad y una mutacion KK (por ejemplo, D356K, D399K; numeracion EU) en la
otra subunidad. Una secuencia ejemplar de una region Fc de IgG1 humana se muestra como SEQ ID NO:1.

La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor usada en la politerapia puede ser una inmunocitocina de
variante de IL-2 dirigida a CEA que puede comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:68 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:67, y la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:3; o

b) una secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:84 o SEQ ID NO:86 o SEQ ID NO:88, o
c) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:84, y SEQ ID NO:86 y SEQ ID NO:88, o
d) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:108, y SEQ ID NO:109 y SEQ ID NO:110,
una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP que puede comprender

e) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:42 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:41, y la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:3, o

f) una secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:79 o SEQ ID NO:80 o SEQ ID NO:81, o

g) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:79, y SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81, o



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2774 380 T3

h) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:124, y SEQ ID NO:125 y SEQ ID NO:126.
El anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:92, o

b) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:93, o

¢) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:94, o

d) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:95, o

e) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:96, o

f) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:97, 0

g) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:98, o

h) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:99, o

i) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 100, o

j) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 101, o

k) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 102, o

I) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO: 103, o

m) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 104, o

n) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 105, o

0) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 106, o

p) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:91 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 107.

En aspectos de la divulgacion, la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor usada en la politerapia es una
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA que se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:68 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:67, y la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:3, o

b) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:84, y SEQ ID NO:86 y SEQ ID NO:88, o
c) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:108, y SEQ ID NO:109 y SEQ ID NO:110,
0 es una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP que se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:42 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
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SEQ ID NO:41, y la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:3, o

b) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:79, y SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81, o

c) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:124, y SEQ ID NO:125 y SEQ ID NO:126,

y el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO:92, o

b) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:93, o

¢) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:94, o

d) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:95, o

€) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:96, o

f) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:97, o

g) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:98, o

h) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:99, o

i) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 100, o

j) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 101, 0

k) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO: 102, 0

I) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 103, o

m) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 104, o

n) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 105, o

0) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 106, o

p) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:91 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 107.

En un aspecto de la divulgacion, la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA usada en la politerapia se
caracteriza por comprender

a) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:84, SEQ ID NO:86 y SEQ ID NO:88;
y el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:92.
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En un aspecto de la divulgacion, la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP usada en la politerapia se
caracteriza por comprender

a) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:79, y SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81;
y el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza por comprender

b) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:92.

En un aspecto de la divulgacién, una politerapia de una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor con un
anticuerpo que se une a PD-L1 humano como se describe anteriormente es para su uso en el tratamiento del cancer
o tumor. El cancer o tumor puede presentar un antigeno en una célula tumoral o en un entorno de células tumorales.
La diana de la politerapia se puede presentar en células tumorales o en el entorno de células tumorales. El cancer o
tumor puede expresar o sobreexpresar CEA o FAP. El tratamiento puede ser de un tumor sélido. El tumor sélido
puede expresar o sobreexpresar CEA o FAP. El tratamiento puede ser de un carcinoma. El carcinoma puede
expresar o sobreexpresar CEA o FAP. El cancer se puede seleccionar del grupo que consiste en cancer colorrectal,
céncer de cabeza y cuello, cancer de pulmoén no microcitico, cAncer de mama, cancer pancreético, cancer de higado
y cancer gastrico. El cancer se puede seleccionar del grupo que consiste en cancer de pulmoén, cancer de colon,
cancer gastrico, cancer de mama, cancer de cabeza y cuello, cancer de piel, cancer de higado, cancer de rifién,
cancer de proéstata, cancer pancreatico, cancer de cerebro y cancer de musculo esquelético.

En un aspecto de la divulgacién, una politerapia de una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor con un
anticuerpo que se une a PD-L1 humano como se describe anteriormente es para su uso en la prevenciéon o
tratamiento de metastasis.

En un aspecto de la divulgacién, una politerapia de una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor con un
anticuerpo que se une a PD-L1 humano como se describe anteriormente es para su uso en el tratamiento de
enfermedades inflamatorias.

En un aspecto de la divulgacién, una politerapia de una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor con un
anticuerpo que se une a PD-L1 humano como se describe anteriormente es para su uso en el tratamiento o retraso
de la progresion de una enfermedad relacionada con el sistema inmunitario, tal como inmunidad tumoral.

En un aspecto de la divulgacién, una politerapia de una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor con un
anticuerpo que se une a PD-L1 humano como se describe anteriormente es para su uso en la estimulacion de una
respuesta o funcion inmunitaria, tal como la actividad de los linfocitos T.

Un aspecto de la divulgacion comprende una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor, en el que la
inmunocitocina se administra en combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano como se describe
anteriormente para su uso en

i) la inhibicién del crecimiento tumoral en un tumor que expresa la diana de la inmunocitocina;

ii) la potenciacion de la mediana de la supervivencia y/o supervivencia global de sujetos con un tumor que expresa
la diana de la inmunocitocina,

en el que la diana se puede presentar en una célula tumoral o en un entorno de células tumorales.

Un aspecto de la divulgacion comprende una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA, en el que la
inmunocitocina se administra en combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano para su uso en

i) la inhibicién del crecimiento tumoral en tumores que expresan CEA;

ii) la potenciacion de la mediana de la supervivencia y/o supervivencia global de sujetos con un tumor que expresa
CEA;

en el que la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA usada en la politerapia se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:68 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:67, y la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:3; o

b) una secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:84 o SEQ ID NO:86 o SEQ ID NO:88, o

c) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:84, y SEQ ID NO:86 y SEQ ID NO:88, o
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d) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:108, y SEQ ID NO:109 y SEQ ID NO:110
y el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:92, o

b) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:93, o

¢) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:94, o

d) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:95, o

e) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:96, o

f) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:97, o

g) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:98, o

h) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:99, o

i) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 100, o

j) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 101, o

k) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO: 102, 0

I) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 103, o

m) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 104, o

n) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 105, o

0) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 106, o

p) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:91 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 107.

La invencion comprende una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP, en la que la inmunocitocina se
administra en combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano para su uso en

i) la inhibicién del crecimiento tumoral en tumores que expresan FAP;

ii) la potenciacion de la mediana de la supervivencia y/o supervivencia global de sujetos con un tumor que expresa
FAP;

en la que la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP usada en la politerapia se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:42 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:41, y la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:3; o

b) una secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:79 o SEQ ID NO:80 o SEQ ID NO:81, o
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c) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:79, y SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81, o
d) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:124, y SEQ ID NO:125 y SEQ ID NO:126,
y el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO:92, o

b) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:93, o

¢) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:94, o

d) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:95, o

€) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:96, o

f) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO:97, o

g) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:98, o

h) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:99, o

i) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 100, o

j) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO: 101, 0

k) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO: 102, 0

I) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 103, o

m) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO: 104, o

n) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 105, o

0) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 106, o

p) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:91 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 107.

La invenciéon comprende una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor, para su uso en el tratamiento de un
paciente que tiene un tumor que expresa CEA o un tumor caracterizado por la expresiéon o sobreexpresion de CEA,
que tiene un tumor que expresa FAP o un tumor caracterizado por la expresion o sobreexpresion de FAP o que tiene
un tumor asociado con la expresiéon o sobreexpresion de CEA o FAP, y en la que la inmunocitocina se administra en
combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano,

en la que la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor usada en la politerapia se caracteriza por
comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:68 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:67, y la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:3, o
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b) una secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:84 o SEQ ID NO:86 o SEQ ID NO:88, o
c) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:84, y SEQ ID NO:86 y SEQ ID NO:88, o
d) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:108, y SEQ ID NO:109 y SEQ ID NO:110, o

e) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:42 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:41, y la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:3, o

f) una secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:79 o SEQ ID NO:80 o SEQ ID NO:81, o

g) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:79, y SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81, o

h) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:124, y SEQ ID NO:125 y SEQ ID NO:126,

y el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:92, o

b) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:93, o

¢) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:94, o

d) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:95, o

€) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:96, o

f) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:97, o

g) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:98, o

h) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:99, o

i) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 100, o

j) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 101, 0

k) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 102, o

I) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO: 103, 0

m) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 104, o

n) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 105, o

0) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 106, o

p) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:91 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 107.
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En un aspecto de la divulgacién, los componentes de anticuerpo de una inmunocitocina o anticuerpos son de la
subclase IgG1 humana o subclase IgG4 humana.

Un aspecto de la divulgacion se refiere a:
A) un procedimiento para
i) la inhibicién del crecimiento tumoral en tumores que expresan CEA o en tumores que expresan FAP;

ii) la potenciacion de la mediana de la supervivencia y/o supervivencia global de sujetos con un tumor que expresa
CEA o un tumor que expresa FAP;

en el que una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA o una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a
FAP se administra en combinacion con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano,

o}
B) un procedimiento de tratamiento de un paciente que tiene un tumor que expresa CEA o un tumor caracterizado
por la expresion o sobreexpresién de CEA, o un tumor que expresa FAP o un tumor caracterizado por la expresién o
sobreexpresion de FAP, y en el que una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA o una inmunocitocina de
variante de IL-2 dirigida a FAP se administra en combinacion con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano,

en el que una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA usada en la politerapia se caracteriza por
comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:68 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:67, y la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:3; o

b) una secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:84 o SEQ ID NO:86 o SEQ ID NO:88, o
c) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:84, y SEQ ID NO:86 y SEQ ID NO:88, o
d) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:108, y SEQ ID NO:109 y SEQ ID NO:110,

o0 en el que una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP usada en la politerapia se caracteriza por
comprender

€) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:42 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:41, y la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:3, o

f) una secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:79 o SEQ ID NO:80 o SEQ ID NO:81, o

g) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:79, y SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81, o

h) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO: 124, y SEQ ID NO: 125y SEQ ID NO: 126,

y el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:92, o

b) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:93, o

¢) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:94, o

d) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:95, o

€) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:96, o

f) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:97, o
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g) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:98, o

h) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:99, o

i) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 100, o

j) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 101, o

k) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO: 102, 0

I) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 103, o

m) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 104, o

n) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 105, o

0) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 106, o

p) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:91 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 107.

Las politerapias de las inmunocitocinas de variante de IL-2 dirigida a tumor y los anticuerpos descritos en el presente
documento muestran beneficios para pacientes que necesitan un tratamiento de direccionamiento hacia un antigeno
presentado en una célula tumoral o en un entorno de células tumorales. Las politerapias de las inmunocitocinas de
variante de IL-2 dirigida a CEA y los anticuerpos descritos en el presente documento muestran beneficios para
pacientes que necesitan un tratamiento de direccionamiento hacia CEA. Las politerapias de las inmunocitocinas de
variante de IL-2 dirigida a FAP y los anticuerpos descritos en el presente documento muestran beneficios para
pacientes que necesitan un tratamiento de direccionamiento hacia FAP. Las inmunocitocinas de variante de IL-2
dirigida a tumor de acuerdo con la invencién muestran eficacia en la actividad inhibidora del crecimiento tumoral
frente a tumores que expresan la diana y son especialmente Utiles, entre otros, en el tratamiento del cancer y
metastasis en combinacion con los anticuerpos anti-PD-L1 descritos en el presente documento. Las inmunocitocinas
de variante de IL-2 dirigida a tumor de acuerdo con la invencién muestran eficacia en la potenciacién de la mediana
de la supervivencia y/o supervivencia global de sujetos con un tumor que expresa la diana y son especialmente
utiles, entre otros, en el tratamiento del cancer y metastasis en combinacion con los anticuerpos anti-PD-L1 descritos
en el presente documento. Las inmunocitocinas de variante de IL-2 dirigida a CEA especificas de acuerdo con la
invencion muestran eficacia en la actividad inhibidora del crecimiento tumoral frente a tumores que expresan CEA y
son especialmente utiles, entre otros, en el tratamiento del cancer y metastasis en combinacion con los anticuerpos
anti-PD-L1 especificos descritos en el presente documento. Las inmunocitocinas de variante de IL-2 dirigida a CEA
especificas de acuerdo con la invencién muestran eficacia en la potenciacion de la mediana de la supervivencia y/o
supervivencia global de sujetos con un tumor que expresa CEA y son especialmente utiles, entre otros, en el
tratamiento del cancer y metastasis en combinacién con los anticuerpos anti-PD-L1 especificos descritos en el
presente documento. Las inmunocitocinas de variante de IL-2 dirigida a FAP especificas de acuerdo con la invencion
muestran eficacia en la actividad inhibidora del crecimiento tumoral frente a tumores que expresan FAP y son
especialmente utiles, entre otros, en el tratamiento del cancer y metastasis en combinacion con los anticuerpos anti-
PD-L1 especificos descritos en el presente documento. Las inmunocitocinas de variante de IL-2 dirigida a FAP
especificas de acuerdo con la invencién muestran eficacia en la potenciacion de la mediana de la supervivencia y/o
supervivencia global de sujetos con un tumor que expresa FAP y son especialmente utiles, entre otros, en el
tratamiento del cancer y metastasis en combinaciéon con los anticuerpos anti-PD-L1 especificos descritos en el
presente documento. Los anticuerpos especificos que se unen a PD-L1 humano de acuerdo con la invencion
muestran eficacia en la potenciacion de la mediana de la supervivencia y/o supervivencia global de sujetos con un
tumor que expresa CEA o un tumor que expresa FAP y son especialmente utiles, entre otros, en el tratamiento del
cancer y metastasis en combinacién con las inmunocitocinas de variante de IL-2 dirigida a CEA especificas o
inmunocitocinas de variante de IL-2 dirigida a FAP, respectivamente, descritas en el presente documento.

Descripcion de las figuras

Fig. 1. Presenta los resultados de un experimento de eficacia con CEA-IL2v y Mab frente a PD-L1 como agentes
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individuales y en un contexto de combinacién. La linea celular de carcinoma colorrectal transfectante MC38-
CEA se inyectd en la vena porta en ratones Black 6 tg para huCEA-hu Fcy RIll para estudiar la
supervivencia en un modelo metastasico de higado. La cantidad de anticuerpos inyectados por ratén en
mg/kg se indica en la leyenda de la figura.

Fig. 2. Presenta los resultados de un experimento de eficacia con CEA-IL2v y Mab frente a PD-L1 como agentes
individuales y en un contexto de combinacién. La linea celular de carcinoma colorrectal transfectante MC38-
CEA se inyecto por via subcutanea en ratones Black 6 tg para huCEA-huFcy RIIl para estudiar la inhibicion
del crecimiento tumoral en un modelo subcutaneo, el tamafio del tumor se midié usando un plicometro. La
cantidad de anticuerpos inyectados por ratdon en mg/kg se indica en la leyenda de la figura.

Fig. 3. Presenta los resultados de un experimento de eficacia con CEA-IL2v y Mab frente a PD-L1 como agentes
individuales y en un contexto de combinacion. La linea celular de carcinoma pancreatico transfectante
Panc02-H7-CEA se inyectd en el pancreas en ratones Black 6 tg para huCEA-huFcy RIll para estudiar la
supervivencia en un modelo singénico ortotdpico pancreatico. La cantidad de anticuerpos inyectados por
ratéon en mg/kg se indica en la leyenda de la figura.

Fig. 4. Presenta (A) los resultados de un experimento de eficacia con CEA-IL2v dirigida a CEA y Mab frente a
PD-L1 o DP47-IL2v no dirigida y Mab frente a PD-L1 como agentes individuales y en un contexto de
combinacioén. La linea celular de carcinoma pancreatico transfectante Panc02-H7-CEA se inyectdé en el
pancreas en ratones Black 6 tg para huCEA-huFcyRIIl para estudiar la supervivencia en un modelo
singénico ortotopico pancreatico. La cantidad de anticuerpos inyectados por raton en mg/kg se indica en la
leyenda de la figura. (B) Se muestran los niveles en suero de IL2v después de la primera administracion
para los diferentes grupos de tratamiento.

Fig.5. Presenta los resultados de estudios in vifro que muestran que en cocultivos de PBMC humana y la linea
celular de cancer de pulmén A549 humana, el tratamiento con CEA-IL2v induce la regulacién por
incremento de PD-L1 en células A549 de una manera dependiente de la concentracion. Se analiz6 la
expresion de PD-L1 en células tumorales A549 por citometria de flujo después del tratamiento con CEA-
IL2v 10 nM o0 100 nM sola (A) o en presencia de PBMC a una proporcion E:D de 1:1 (B) 0 10:1 (C).

Fig. 6. Presenta los resultados de un experimento de eficacia con FAP-IL2v y Mab frente a PD-L1 como agentes
individuales y en un contexto de combinacién. La linea celular de carcinoma colorrectal transfectante MC38-
FAP se inyecto por via subcutanea en ratones Black 6 para estudiar la inhibicién del crecimiento tumoral en
un modelo subcutaneo. (A) tamafio del tumor (medido usando un plicbmetro); (B) supervivencia, n = 14.

Descripcion detallada de la invencion

Via de IL-2

La capacidad de IL-2 de expandir y activar las poblaciones de linfocitos y linfocitos NK tanto in vitro como in vivo
explica los efectos antitumorales de IL-2. Sin embargo, como un mecanismo regulador para prevenir respuestas
inmunitarias en exceso y potencial autoinmunidad, IL-2 da lugar a la muerte celular inducida por activacion (AICD) y
hace que los linfocitos T activados sean susceptibles a la apoptosis mediada por Fas.

Ademas, IL-2 esta implicada en el mantenimiento y expansion de los linfocitos Treg CD4* CD25* periféricos (Fontenot
JD, Rasmussen JP, Gavin MA, et al. A function for interleukin 2 in Foxp3 expressing regulatory T cells. Nat Immunol.
2005; 6:1142-1151; D'Cruz LM, Klein L. Development and function of agonist-induced CD25+Foxp3+ regulatory T
cells in the absence of interleukin 2 signaling. Nat Immunol. 2005; 6:1152 1159; Maloy KJ, Powrie F. Fueling
regulation: IL-2 keeps CD4+ Treg cells fit. Nat Immunol. 2005; 6:1071-1072). Estas células impiden que los linfocitos T
efectores se destruyan a si mismos o a la diana, a través del contacto célula-célula o bien a través de la liberacién
de citocinas inmunodepresoras, tales como IL-10 o el factor de crecimiento y transformaciéon (TGF)-B. La
disminucion de los linfocitos Treg demostré que potenciaba la inmunidad antitumoral inducida por IL-2 (Imai H, Saio
M, Nonaka K, et al. Depletion of CD4+CD25+ regulatory T cells enhances interleukin-2-induced antitumor immunity
in a mouse model of colon adenocarcinoma. Cancer Sci. 2007; 98:416-423).

IL-2 también desempefia un papel significativo en la diferenciaciéon de los linfocitos T CD8+ de memoria durante la
expansién primaria y secundaria de los linfocitos T CD8+. IL-2 parece ser responsable de la expansion y generacion
Optimas de funciones efectoras tras la exposicién antigénica primaria. Durante la fase de contraccion de una
respuesta inmunitaria donde la mayoria de los linfocitos T CD8+ especificos de antigeno desaparecen por apoptosis,
las sefales de IL-2 pueden rescatar a los linfocitos T CD8+ de la muerte celular y proporcionar un incremento
duradero de los linfocitos T CD8+ de memoria. En la etapa de memoria, las frecuencias de linfocitos T CD8+ se
pueden incrementar por administracion de IL-2 exdgena. Ademas, solo los linfocitos T CD8+ que han recibido
sefiales de IL-2 durante la activacion inicial pueden mediar en la expansion secundaria eficaz tras una exposicion
antigénica renovada. Por tanto, las sefales de IL-2 durante las diferentes fases de una respuesta inmunitaria son
clave en la optimizacion de las funciones de los linfocitos T CD8+, afectando, de este modo, tanto a las respuestas
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primarias como secundarias de estos linfocitos T (Adv Exp Med Biol. 2010;684:28-41. The role of interleukin-2 in
memory CD8 cell differentiation. Boyman O1, Cho JH, Sprent J).

En base a su eficacia antitumoral, se ha aprobado el tratamiento con IL-2 en altas dosis (aldesleucina,
comercializada como Proleukin®) para su uso en pacientes con carcinoma de células renales (CCR) metastasico y
melanoma maligno en EE. UU., y para pacientes con CCR metastasico en la Unién Europea. Sin embargo, como
consecuencia del modo de accién de IL-2, la aplicaciéon sistémica y no dirigida de IL-2 puede comprometer
considerablemente la inmunidad antitumoral por medio de la induccién de linfocitos Treg ¥ la AICD. Una preocupacién
adicional del tratamiento sistémico con IL-2 se relaciona con los graves efectos secundarios tras la administracion
intravenosa, que incluyen graves acontecimientos cardiovasculares, de edema pulmonar, hepaticos,
gastrointestinales (Gl), neuroldgicos y hematolégicos (resumen de las caracteristicas del producto [RCP] para
Proleukin (aldesleucina): http://www.medicines.org.uk/emc/medicine/19322/SPC/ (consultado el 27 de mayo de
2013)). Se han sometido a prueba pautas posoldgicas con IL-2 en bajas dosis en pacientes, aunque a expensas de
resultados terapéuticos subdptimos. En conjunto, los enfoques terapéuticos que utilizan IL-2 pueden ser utiles para
el tratamiento del cancer si se pueden superar los riesgos asociados con su aplicacion.

Se describen inmunoconjugados que comprenden un resto de unién a antigeno dirigido a tumor, por ejemplo,
dirigido frente a un antigeno presentado en una célula tumoral o en un entorno de células tumorales, incluyendo el
antigeno carcinoembrionario (CEA) y la proteina de activacion de fibroblastos (FAP), y un resto efector basado en
IL-2, por ejemplo, que incluye una IL-2 mutante, por ejemplo, en los documentos WO 2012/146628 y
WO 2012/107417.

En particular, se ha disefiado IL-2 mutante (por ejemplo, un mutante cuadruple conocido como IL-2 gm) para superar
las limitaciones de IL-2 natural (por ejemplo, aldesleucina) o inmunocitocinas basadas en IL-2 de primera generacion
eliminando la unioén a la subunidad a de IL-2R (CD25). Este mutante IL-2 gm se ha acoplado a diversos anticuerpos
de direccionamiento hacia el tumor, tal como un anticuerpo humanizado dirigido frente a CEA y un anticuerpo
dirigido frente a FAP. Ademas, la region Fc del anticuerpo se ha modificado para prevenir la union a los receptores
Fcy y al complejo C1q. Las inmunocitocinas de variante de IL-2 dirigida a tumor resultantes (por ejemplo,
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA e inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP) han
demostrado, en experimentos no clinicos in vitro e in vivo, que pueden eliminar células tumorales.

Por tanto, las inmunocitocinas resultantes representan una clase de inmunocitocinas de variante de IL-2 dirigida a
tumor que hacen frente a los riesgos de IL-2 eliminando la unién a la subunidad a de IL-2R (CD25):

Propiedades de IL-2 natural y la variante de IL-2

IL-2 IL2v con union a CD25 eliminada
* Activacion del heterodimero IL-2RBy e * Activacion del heterodimero IL-2RBy en células
IL-2RaBy en células efectoras efectoras
Ventaja * Sensibilidad reducida a la induccion de la
apoptosis mediada por Fas (también denominada
AICD)

« Sin estimulacion preferencial de linfocitos Treg

* Sin union a CD25 en el endotelio pulmonar

» Farmacocinética y direccionamiento superiores
(carencia de depleciéon de CD25)

Desventaja * Fuga vascular (unién a CD25 en el
endotelio pulmonar)
* AICD
* Estimulacion preferencial de linfocitos Treg

El término "IL-2" o "IL-2 humana" se refiere a la proteina IL-2 humana, incluyendo la natural y las variantes que
comprenden una o mas mutaciones en la secuencia de aminoacidos de IL-2 natural, por ejemplo, como se muestra
en la SEQ ID NO:2, que tiene una sustitucion C125A para evitar la formacion de dimeros de IL-2 con puentes
disulfuro. También se puede mutar IL-2 para retirar los sitios de N- y/u O-glucosilacién.

El término "CEA" se refiere al antigeno carcinoembriogénico, incluyendo sus epitopos inmundgenos CAP-1y CAP-2,
una proteina que esta altamente expresada en la superficie celular de diversos tipos de tumores.

El término "FAP" se refiere a la proteina de activacion de fibroblastos, una proteina expresada en la superficie celular
y presentada en una célula tumoral de diversos tipos de tumores o en un entorno de células tumorales de diversos
tipos de tumores.

Via de PD-1/PD-L1/PD-L2
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Una sefial coestimuladora negativa importante que regula la activacion de los linfocitos T se proporciona por el
receptor de muerte programada 1 (PD-1) (CD279), y sus compaferos de union a ligando PD-L1 (B7-H1, CD274;
SEQ ID NO: 88) y PD-L2 (B7-DC, CD273). Se reveld el papel regulador negativo de PD-1 por los modelos
inactivados para PD-1 (Pdcd1-/-), que son propensos a la autoinmunidad. Nishimura et al., Immunity 11: 141-51
(1999); Nishimura et al., Science 291: 319-22 (2001). PD-1 se relaciona con CD28 y CTLA-4, pero carece de la
cisteina proximal a membrana que permite la homodimerizacién. EI dominio citoplasmico de PD-1 contiene un
motivo de inhibicién del inmunorreceptor basado en tirosina (ITIM, V/IxXYxxL/V). PD-1 solo se une a PD-L1 y PD-L2.
Freeman et al., J. Exp. Med. 192: 1-9 (2000); Dong et al., Nature Med. 5: 1365-1369 (1999); Latchman et al., Nature
Immunol. 2: 261-268 (2001); Tseng et al., J. Exp. Med. 193: 839-846 (2001).

PD-1 se puede expresar en linfocitos T, linfocitos B, linfocitos T citoliticos naturales, monocitos y células dendriticas
(DC) activados. PD-1 se expresa por linfocitos T CD4+ y CD8+, linfocitos B y células mieloides humanos activados,
pero no estimulados. Esto se contrapone con la expresion mas restringida de CD28 y CTLA-4. Nishimura et al., Int.
Immunol. 8: 773-80 (1996); Boettler et al., J. Virol. 80: 3532-40 (2006). Existen al menos 4 variantes de PD-1 que se
han clonado a partir de linfocitos T humanos activados, incluyendo transcritos que carecen del (i) exén 2, (ii) exén 3,
(iii) exones 2 y 3 o (iv) exones 2 a 4. Nielsen et al., Cell. Immunol. 235: 109-16 (2005). Con la excepcion de Aex3 en
PD-1, todas las variantes se expresan a niveles similares como PD-1 de longitud completa en células
mononucleares de sangre periférica en (PBMC) en reposo. La expresién de todas las variantes se induce
significativamente tras la activacion de los linfocitos T humanos con anti-CD3 y anti-CD28. Las variantes Aex3 en
PD-1 carecen de un dominio transmembranario y se asemejan a CTLA-4 soluble, que desempefa un papel
importante en la autoinmunidad. Ueda et al., Nature 423: 506-11 (2003). Esta variante se enriquece en el liquido
sinovial y los sueros de pacientes con artritis reumatoide. Wan et al., J. Immunol. 177: 8844-50 (2006).

Los dos ligandos de PD-1 difieren en sus patrones de expresion. PD-L1 se expresa constitutivamente en linfocitos T
y B de raton, CD, macréfagos, células madre mesenquimales y mastocitos derivados de la médula 6sea. Yamazaki
et al., J. Immunol. 169: 5538-45 (2002). PD-L1 se expresa en una amplia gama de células no hematopoyéticas (por
ejemplo, cérnea, pulmon, epitelio vascular, células no parenquimales hepaticas, células madre mesenquimales,
islotes pancreaticos, sincitiotrofoblastos placentarios, queratinocitos, etc.) [Keir et al., Annu. Rev. Immunol. 26: 677-
704 (2008)], y se regula por incremento en una serie de tipos de células después de su activacion. Tanto los
interferones de tipo | como de tipo Il (IFN) regulan por incremento PD-L1. Eppihimer et al., Microcirculation 9: 133-45
(2002); Schreiner et al., J. Neuroimmunol. 155: 172-82 (2004). La expresion de PD-L1 en lineas celulares disminuye
cuando se inhiben MyD88, TRAF6 y MEK. Liu et al., Blood 110: 296-304 (2007). JAK2 también se ha implicado en la
induccion de PD-L1. Lee et al., FEBS Lett. 580: 755-62 (2006); Liu et al., Blood 110: 296-304 (2007). La pérdida o
inhibicion del homologo de fosfatasa y tensina (PTEN), una fosfatasa celular que modificd la fosfatidilinositol 3-
cinasa (PI3K) y la sefalizacion de Akt, incrementd la expresion de PD-L1 postranscripcional en canceres. Parsa et
al., Nat. Med. 13: 84-88 (2007).

La expresion de PD-L2 estd mas restringida que la de PD-L1. PD-L2 se expresa de forma inducible en DC,
macréfagos y mastocitos derivados de la médula ésea. PD-L2 también se expresa en aproximadamente la mitad o
dos tercios de los linfocitos B1 peritoneales en reposo, pero no en los linfocitos B B2 convencionales. Zhong et al.,
Eur. J. Immunol. 37: 2405-10 (2007). Los linfocitos B1 PD-L2+ se unen a fosfatidilcolina y pueden ser importantes
para las respuestas inmunitarias innatas frente a los antigenos bacterianos. La induccion de PD-L2 por IFN-gamma
depende parcialmente de NF-kB. Liang et al., Eur. J. Immunol. 33: 2706-16 (2003). También se puede inducir PD-L2
en monocitos y macrofagos por GM-CF, IL-4 e IFN-gamma. Yamazaki et al., J. Immunol. 169: 5538-45 (2002); Loke
et al.,, PNAS 100:5336-41 (2003).

La sefalizacion por PD-1 tipicamente tiene un mayor efecto sobre la produccién de citocinas que sobre la
proliferacion celular, con efectos significativos sobre la produccion de IFN-gamma, TNF-alfa e IL-2. La sefalizacion
inhibidora mediada por PD-1 también depende de la intensidad de la sefalizacion por el TCR, con una mayor
inhibicion proporcionada a bajos niveles de estimulacion del TCR. Esta reduccidon se puede superar por
coestimulacion a través de CD28 [Freeman et al., J. Exp. Med. 192: 1027-34 (2000)] o la presencia de IL-2 [Carter et
al., Eur. J. Immunol. 32: 634-43 (2002)].

Se esta acumulando evidencia de que la sefalizacion a través de PD-L1 y PD-L2 pueda ser bidireccional. Es decir,
ademas de modificar la sefalizacion por el TCR o BCR, la sefializaciéon también se puede proporcionar de vuelta a
las células que expresan PD-L1 y PD-L2. Aunque no se encontré que el tratamiento de células dendriticas con un
anticuerpo anti-PD-L2 humano aislado naturalmente de un paciente con macroglobulinemia de Waldenstrém
regulaba por incremento las moléculas coestimuladoras de MHC Il o B7, dichas células produjeron una mayor
cantidad de citocinas proinflamatorias, en particular, TNF-alfa e IL-6, y estimularon la proliferacion de linfocitos T.
Nguyen et al., J. Exp. Med. 196: 1393-98 (2002). El tratamiento de ratones con este anticuerpo también (1) potencid
la resistencia al melanoma b16 trasplantado y rapidamente indujo CTL especificos de tumor. Radhakrishnan et al., J.
Immunol. 170: 1830-38 (2003); Radhakrishnan et al., Cancer Res. 64: 4965-72 (2004); Heckman et al., Eur. J.
Immunol. 37: 1827-35 (2007); (2) bloqueo el desarrollo de la enfermedad inflamatoria de las vias respiratorias en un
modelo de ratdén con asma alérgica. Radhakrishnan et al., J. Immunol. 173: 1360-65 (2004); Radhakrishnan et al., J.
Allergy Clin. Immunol. 116: 668-74 (2005).
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Otra evidencia de sefializacion inversa en células dendriticas ("DC") resulta de estudios de DC derivadas de médula
Osea cultivadas con PD-1 soluble (dominio EC de PD-1 fusionado a la region constante de Ig - "s-PD-1"). Kuipers et
al., Eur. J. Immunol. 36: 2472-82 (2006). Este sPD-1 inhibié la activacion de DC e increment6 la produccién de IL-10
de una manera reversible a través de la administracion de anti-PD-1.

Adicionalmente, varios estudios muestran un receptor para PD-L1 o PD-L2 que es independiente de PD-1. Ya se ha
identificado B7.1 como un compafiero de unién para PD-L1. Butte et al., Immunity 27: 111-22 (2007). Los estudios
de reticulacién quimica sugieren que PD-L1 y B7.1 pueden interactuar a través de sus dominios similares a IgV. Las
interacciones B7.1:PD-L1 pueden inducir una sefial inhibidora en los linfocitos T. La fijacion de PD-L1 en linfocitos T
CD4+ por B7.1 o la fijacion de B7.1 en linfocitos T CD4+ por PD-L1 proporciona una sefial inhibidora. Los linfocitos T
que carecen de CD28 y CTLA-4 muestran proliferacion y produccion de citocinas disminuidas cuando se estimulan
por microesferas recubiertas con anti-CD3 mas B7.1. En los linfocitos T que carecen de todos los receptores para
B7.1 (es decir, CD28, CTLA-4 y PD-L1), la proliferacién de linfocitos T y la produccion de citocinas ya no se
inhibieron por las microesferas recubiertas con anti-CD3 mas B7.1. Esto indica que B7.1 actua especificamente a
través de PD-L1 sobre el linfocito T en ausencia de CD28 y CTLA-4. De forma similar, los linfocitos T que carecen de
PD-1 mostraron proliferaciéon y produccién de citocinas disminuidas cuando se estimulan en presencia de
microesferas recubiertas con anti-CD3 mas PD-L1, lo que demuestra el efecto inhibidor de la fijacion de PD-L1 en
B7.1 en los linfocitos T. Cuando los linfocitos T carecen de todos los receptores conocidos para PD-L1 (es decir, ni
PD-1 ni B7.1), la proliferacion de linfocitos T ya no se vio afectada por las microesferas recubiertas con anti-CD3
mas PD-L1. Por tanto, PD-L1 puede ejercer un efecto inhibidor sobre los linfocitos T a través de B7.1 o bien PD-1.

La interaccion directa entre B7.1 y PD-L1 sugiere que el entendimiento actual de la coestimulacién esta incompleto y
subraya la importancia para la expresion de estas moléculas en los linfocitos T. Los estudios de linfocitos T PD-L1-/-
indican que PD-L1 en los linfocitos T puede regular por disminucion la produccion de citocinas por los linfocitos T.
Latchman et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101: 10691-96 (2004). Debido a que tanto PD-L1 como B7.1 se
expresan en los linfocitos T, linfocitos B, DC y macréfagos, existe un potencial de interacciones direccionales entre
B7.1 y PD-L1 en estos tipos de células. Adicionalmente, PD-L1 en células no hematopoyéticas puede interactuar con
B7.1 asi como con PD-1 en los linfocitos T, lo que plantea la cuestion de si PD-L1 esta implicado en su regulacion.
Una posible explicacion del efecto inhibidor de la interaccion B7.1:PD-L1 es que el linfocito T PD-L1 puede atrapar o
segregar B7.1 en CPA a partir de la interaccion con CD28.

Como resultado, el antagonismo de la sefializacion a través de PD-L1, incluyendo el bloqueo de que PD-L1
interactue con PD-1, B7.1 o bien ambos, previniendo, de este modo, que PD-L1 envie una sefal coestimuladora
negativa a los linfocitos T y otras células presentadoras de antigeno, es probable que potencie la inmunidad en
respuesta a la infeccion (por ejemplo, aguda y crénica) y la inmunidad tumoral. Ademas, los anticuerpos anti-PD-L1
de la presente invencion se pueden combinar con antagonistas de otros componentes de sefalizacion por
PD-1:PD-L1, por ejemplo, anticuerpos anti-PD-1 y anti-PD-L2 antagonistas.

El término "PD-L1 humano" se refiere a la proteina humana PD-L1 (SEQ ID NO:4, tipicamente sefializaciéon por
PD-1). Como se usa en el presente documento, "se une a PD-L1 humano" o "se une especificamente a PD-L1
humano" o "que se une a PD-L1 humano" o "anticuerpo anti-PD-L1" se refiere a un anticuerpo que se une
especificamente al antigeno PD-L1 humano con una afinidad de union del valor de KD de 1,0 x 108 mol/l o menor,
en un modo de realizacién de un valor de KD de 1,0 x 10-° mol/l o menor. La afinidad de union se determina con un
ensayo de unién estandar, tal como la técnica de resonancia de plasmoén superficial (BIAcore®, GE-Healthcare
Uppsala, Suecia). Por tanto, un "anticuerpo que se une a PD-L1 humano" como se usa en el presente documento se
refiere a un anticuerpo que se une especificamente al antigeno PD-L1 humano con una afinidad de uniéon de KD de
1,0 x 108 mol/l o menor (en un modo de realizacion de 1,0 x 10-8 mol/l - 1,0 x 10-'> mol/l), en un modo de realizacion
de una KD de 1,0 x 10° mol/l o menor (en un modo de realizacion de 1,0 x 10-° mol/l - 1,0 x 10-' mol/l).

Como se describe en detalle en el presente documento, los inventores han descubierto que la IL-2 mutante dirigida a
tumor proporciona efectos terapéuticos superiores in vivo cuando se usa en combinacion con antagonistas de la via
de PD-1/PD-L1. En particular, los inventores han descubierto que la IL-2 mutante dirigida a tumor, tal como una
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA (denominada CEA-IL2v o IgG-IL-2 gm dirigida a CEA) o una
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP (denominada FAP-IL2v o IgG-IL-2 gm dirigida a FAP), proporciona
efectos terapéuticos superiores in vivo cuando se usa en combinacion con un anticuerpo que se une a PD-L1
humano.

La capacidad de IL-2 de expandir y activar los linfocitos y los linfocitos citoliticos naturales (NK) subyace a la
actividad antitumoral de IL-2. Los mutantes de IL-2 disefados para eliminar la unién de IL-2 a la subunidad a de IL-2
(CD25) superan las limitaciones de IL-2 y, como parte de una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor, tal
como una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA o una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP
han demostrado que pueden eliminar células tumorales.

Los inventores han descubierto que, como se describe en el presente documento, el tratamiento in vitro con una
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor induce la regulaciéon por incremento de PD-L1 en células
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tumorales. Por ejemplo, los cocultivos de PBMC humana y la linea celular de cancer de pulmén A549 humana
mostraron que una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA induce la regulacion por incremento de PD-L1
en células A549 de una manera dependiente de la concentracion, lo mas probablemente mediada a través de la
liberacion de IFNy. Usando la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA, denominada "CEA-IL2v"
(correspondiente a la proteina de fusion IgG-IL-2 gm dirigida a CEA basada en el anticuerpo anti-CEA CH1A1A
98/99 2F1 y el mutante cuadruple de IL-2 (IL-2 gm, SEQ ID NO:3), que tiene las secuencias mostradas como SEQ
ID NO: 84, 86 y 88 descritas en el documento WO 2012/146628, ejemplos 1 y 2), CEA-IL2v, por si sola no pudo
inducir PD-L1 en células tumorales A549 (figura 4). Sin embargo, en presencia de PBMC, se reguld por incremento
PD-L1 en células A549, lo que indicé que el efecto se medidé por medio de células inmunitarias, lo mas
probablemente mediado a través de la liberaciéon de IFNy. El nivel de expresiéon de PD-L1 se increment6 con la
concentracion creciente de CEA-IL2v, asi como con una proporcion E:D mayor. Se sabe que la regulacion por
incremento de PD-L1 influye negativamente en la actividad de los linfocitos NK y T por medio de su interaccion con
PD-1. Por lo tanto, este bucle de retroalimentacion negativa se podria suprimir por adicion de anticuerpo de bloqueo
de PD-L1.

Los inventores han descubierto ademas que, como se describe en el presente documento, el tratamiento in vivo con
una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor y la inhibicion de PD-L1 daba como resultado i) una
inhibicion del crecimiento tumoral superior en comparacién con los tratamientos con agentes individuales respectivos
en modelos singénicos de lineas celulares de tumor de ratén y ii) una mediana de la supervivencia y/o supervivencia
global combinada superior en modelos singénicos de lineas celulares de tumor de ratén, en particular, cuando se
aplican de forma concurrente. Se inicié una serie de estudios preclinicos para evaluar la eficacia antitumoral in vivo
de la combinacién de una molécula sustituta murinizada de una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor
con un anticuerpo sustituto anti-PD-L1 de raton. Por ejemplo, se iniciaron estudios preclinicos para evaluar la
eficacia antitumoral in vivo de la combinacion de una molécula sustituta murinizada de la inmunocitocina de variante
de IL-2 dirigida a CEA CEA-IL2v (denominada muCEA-mulL2v) de una molécula sustituta murinizada de la
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP FAP-IL2v (denominada muFAP-mulL2v) con un anticuerpo
sustituto anti-PD-L1 de raton (por ejemplo, mulgG1 frente a PD-L1 YW243.55.S70 como se describe en el
documento WO 2010/077634 con las secuencias mostradas en la figura 11, que contiene una mutacion DAPG para
anular la interaccién con FcyR, o un anticuerpo anti-PD-L1 de reaccién cruzada humano/de ratén).

Inmunocitocinas y anticuerpos

La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor usada en la politerapia descrita en el presente documento
comprende

un anticuerpo que se une a un antigeno presentado en una célula tumoral o en un entorno de células tumorales, o
un fragmento de unién a antigeno del mismo, y

un mutante de IL-2, en particular, un mutante de IL-2 humana, que tiene afinidad de unién reducida con respecto a la
subunidad a del receptor de IL-2 (en comparacién con IL-2 natural, por ejemplo, la IL-2 humana mostrada como SEQ
ID NO: 2), tal como una IL-2 que comprende:

iv)una, dos o tres sustituciones aminoacidicas en una, dos o tres posiciones seleccionadas de las posiciones
correspondientes a los residuos 42, 45 y 72 de IL-2 humana mostrada como SEQ ID NO:2, por ejemplo, tres
sustituciones en tres posiciones, por ejemplo, las sustituciones aminoacidicas especificas F42A, Y45A y L72G; o

v) los rasgos caracteristicos como se expone en i) mas una sustitucion aminoacidica en una posicion
correspondiente al residuo 3 de IL-2 humana mostrada como SEQ ID NO:2, por ejemplo, la sustituciéon aminoacidica
especifica T3A; o

vi) cuatro sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a los residuos 3, 42, 45 y 72 de IL-2
humana mostrada como SEQ ID NO:2, por ejemplo, las sustituciones aminoacidicas especificas T3A, F42A, Y45A y
L72G.

La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor usada en la politerapia descrita en el presente documento
puede comprender

un dominio variable de la cadena pesada y un dominio variable de la cadena ligera de un anticuerpo que se une a un
antigeno presentado en una célula tumoral o en un entorno de células tumorales y un dominio Fc que consiste en
dos subunidades y que comprende una modificacion que promueve la heterodimerizacién de dos cadenas de
polipéptidos no idénticos, y

un mutante de IL-2, en particular, un mutante de IL-2 humana, que tiene afinidad de unién reducida con respecto a la

subunidad a del receptor de IL-2 (en comparacion con IL-2 natural, por ejemplo, la IL-2 humana mostrada como SEQ
ID NO: 2), tal como una IL-2 que comprende:
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iv)una, dos o tres sustituciones aminoacidicas en una, dos o tres posiciones seleccionadas de las posiciones
correspondientes a los residuos 42, 45 y 72 de IL-2 humana mostrada como SEQ ID NO:2, por ejemplo, tres
sustituciones en tres posiciones, por ejemplo, las sustituciones aminoacidicas especificas F42A, Y45A y L72G; o

v) los rasgos caracteristicos como se expone en i) mas una sustitucion aminoacidica en una posicion
correspondiente al residuo 3 de IL-2 humana mostrada como SEQ ID NO:2, por ejemplo, la sustitucién aminoacidica
especifica T3A; o

vi) cuatro sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a los residuos 3, 42, 45 y 72 de IL-2
humana mostrada como SEQ ID NO:2, por ejemplo, las sustituciones aminoacidicas especificas T3A, F42A, Y45A y
L72G.

Una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA usada en la politerapia puede comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:68 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:67, y la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:3; o

b) una secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:84 o SEQ ID NO:86 o SEQ ID NO:88, o
c) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:84, y SEQ ID NO:86 y SEQ ID NO:88, o
d) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO: 108, y SEQ ID NO: 109 y SEQ ID NO: 110.

En algunos aspectos de la divulgacion, la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA usada en la politerapia
comprende las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:84, SEQ ID NO:86 y SEQ ID NO:88.

Una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP usada en la politerapia puede comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:42 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:41, y la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:3, o

b) una secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:79 o SEQ ID NO:80 o SEQ ID NO:81, o
c) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:79, y SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81, o
d) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO: 124, y SEQ ID NO: 125 y SEQ ID NO: 126.

En algun aspecto de las divulgaciones, la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP usada en la politerapia
comprende las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:79, y SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81.

Estas inmunocitocinas de variante de IL-2 dirigida a tumor, junto con sus partes componentes de restos de unién a
antigeno, dominios Fc y restos efectores, se describen como ejemplos de los inmunoconjugados descritos en los
documentos WO 2012/146628 y WO 2012/107417. Por ejemplo, se describen las inmunocitocinas particulares
'proteina de fusion IgG-IL-2 gm dirigida a CEA' basadas en el anticuerpo anti-CEA CH1A1A 98/99 2F1 y el mutante
cuadruple de IL-2 (gm) (SEQ ID NO:3), que tienen las secuencias mostradas como SEQ ID NO: 84 y 86 y 88, por
ejemplo, en los ejemplos 1 y 2 del documento WO 2012/146628. Por ejemplo, se describen las inmunocitocinas
particulares 'proteina de fusion IgG-IL-2 gm dirigida a FAP' basadas en el anticuerpo anti-FAP 4B9 y el mutante
cuadruple de IL-2 (IL-2 gm, SEQ ID NO:3), que tienen las secuencias mostradas como SEQ ID NO: 79y 80 y 81, por
ejemplo, en los ejemplos 1y 2 del documento WO 2012/146628 y en el ejemplo 1 del documento WO 2012/107417.

Las inmunocitocinas de variante de IL-2 dirigida a CEA particulares descritas en el documento WO 2012/146628 se
caracterizan por comprender las siguientes secuencias de polipéptidos como se describe en el presente documento:

mutante de IL-2 secuencia de aminoacidos, SEQ ID NO:

IL-2 gm 3

anticuerpo anti-CEA secuencia de aminoacidos del dominio|secuencia de aminoacidos del dominio
variable de la cadena pesada VH, SEQ ID|variable de la cadena ligera VL, SEQ ID
NO: NO:

CH1A1A 98/99 2F1 68 67

inmunocitocina de|secuencia de aminoacidos de la cadena|secuencia de aminoacidos de la cadena

variante de IL-2 dirigida a|pesada, SEQ ID NO: ligera, SEQ ID NO:

CEA
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IgG CH1A1A 98/99 2F1-|84 y 86 88
IL-2 gm

Las inmunocitocinas de variante de IL-2 dirigida a FAP particulares descritas en los documentos WO 2012/146628 y
WO 2012/107417 se caracterizan por comprender las siguientes secuencias de polipéptidos como se describe en el
presente documento:

mutante de IL-2 secuencia de aminoacidos, SEQ ID NO:

IL-2 gm 3

anticuerpo anti-FAP secuencia de aminoacidos del dominiojsecuencia de aminoacidos del dominio
variable de la cadena pesada VH, SEQ ID|variable de la cadena ligera VL, SEQ ID
NO: NO:

4B9 42 41

3F2 7 6

4G8 12 11

28H1 58 57

inmunocitocina de variante{secuencia de aminoacidos de la cadena|secuencia de aminoacidos de la cadena

de IL-2 dirigida a FAP pesada, SEQ ID NO: ligera, SEQ ID NO:

IgG 4B9-IL-2 gm 79y 80 81

Como se describe en el documento WO 2012/146628, un mutante de IL-2 tiene afinidad de unién reducida con
respecto a la subunidad a del receptor de IL-2. Conjuntamente con las subunidades B y y (también conocidas como
CD122 y CD132, respectivamente), la subunidad a (también conocida como CD25) forma el receptor de IL-2 de alta
afinidad heterotrimérico, mientras que el receptor dimérico que consiste solo en las subunidades B y y se denomina
receptor de IL-2 de afinidad intermedia. Como se describe en el documento WO 2012/146628, un polipéptido
mutante de IL-2 con unidn reducida a la subunidad a del receptor de IL-2 tiene una capacidad reducida de inducir la
sefializacion de IL-2 en linfocitos T reguladores, induce menos muerte celular inducida por activacion (AICD) en los
linfocitos T, y tiene un perfil de toxicidad reducida in vivo, en comparacion con un polipéptido IL-2 natural. El uso de
dicho mutante de IL-2 con toxicidad reducida es, en particular, ventajoso en inmunocitocinas de variante de IL-2
dirigida a tumor, que tienen una larga semivida en suero debido a la presencia de un dominio Fc. El mutante de IL-2
puede comprender al menos una mutacién aminoacidica que reduce o anula la afinidad del mutante de IL-2 a la
subunidad a del receptor de IL-2 (CD25), pero conserva la afinidad del mutante de IL-2 al receptor de IL-2 de
afinidad intermedia (que consiste en las subunidades 8 y y del receptor de IL-2), en comparacion con IL-2 natural. La
una o mas mutaciones aminoacidicas pueden ser sustituciones aminoacidicas. EI mutante de IL-2 puede
comprender una, dos o tres sustituciones aminoacidicas en una, dos o tres posiciones seleccionadas de las
posiciones correspondientes a los residuos 42, 45 y 72 de IL-2 humana (mostrada como SEQ ID NO:2). El mutante
de IL-2 puede comprender tres sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a los residuos 42, 45
y 72 de IL-2 humana. El mutante de IL-2 puede ser un mutante de IL-2 humana. El mutante de IL-2 puede ser IL-2
humana que comprenda las sustituciones aminoacidicas F42A, Y45A y L72G. El mutante de IL-2 puede comprender
adicionalmente una mutacién aminoacidica en una posicion correspondiente a la posicion 3 de IL-2 humana, que
elimina el sitio de O-glucosilacion de IL-2. En particular, dicha mutacién aminoacidica adicional es una sustitucion
aminoacidica que reemplaza un residuo de treonina por un residuo de alanina. Un mutante de IL-2 particular atil en
la invencion comprende cuatro sustituciones aminoacidicas en las posiciones correspondientes a los residuos 3, 42,
45 y 72 de IL-2 humana (mostrada como SEQ ID NO:2). Las sustituciones aminoacidicas especificas son T3A,
F42A, Y45A y L72G. Como se demuestra en los ejemplos del documento WO 2012/146628, dicho polipéptido IL-2
mutante cuadruple (IL-2 gm) no presenta ninguna unién detectable a CD25, capacidad reducida de inducir la
apoptosis en linfocitos T, capacidad reducida de inducir la sefalizacién de IL-2 en linfocitos Treg ¥y un perfil de
toxicidad reducida in vivo. Sin embargo, retiene la capacidad de activar la sefializacion de IL-2 en células efectoras,
de inducir la proliferacion de células efectoras y de generar IFN-y como una citocina secundaria por los linfocitos NK.
El mutante de IL-2 de acuerdo con cualquiera de las descripciones anteriores puede comprender mutaciones
adicionales que proporcionan otras ventajas, tales como expresion o estabilidad incrementada. Por ejemplo, se
puede reemplazar la cisteina en la posicion 125 por un aminoacido neutro, tal como alanina, para evitar la formacion
de dimeros de IL-2 con puentes disulfuro. Por tanto, el mutante de IL-2 puede comprender una mutacion
aminoacidica adicional en una posicién correspondiente al residuo 125 de IL-2 humana. Dicha mutacion
aminoacidica adicional puede ser la sustitucién aminoacidica C125A. El mutante de IL-2 puede comprender la
secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO: 3.

Como se describe en los documentos WO 2012/146628 y WO 2012/107417, el direccionamiento hacia el tumor de la
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor se puede lograr por direccionamiento hacia un antigeno
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presentado en una célula tumoral o en un entorno de células tumorales. Por tanto, la inmunocitocina tiene un resto
de unién a antigeno. El resto de unién a antigeno, en general, es una molécula de polipéptido que se une a un
determinante antigénico especifico y puede dirigir la entidad a la que se une (por ejemplo, un resto efector y un
dominio Fc) a un sitio diana, por ejemplo, a un tipo especifico de célula tumoral o estroma tumoral que tiene el
determinante antigénico. La inmunocitocina se puede unir a determinantes antigénicos encontrados, por ejemplo, en
las superficies de las células tumorales, en las superficies de otras células enfermas, libres en suero sanguineo y/o
en la matriz extracelular (MEC). El resto de unidn a antigeno se puede dirigir a un antigeno asociado con una
afeccion patologica, tal como un antigeno presentado en una célula tumoral o en un entorno de células tumorales o
en un sitio de inflamacién.

Los ejemplos no limitantes de antigenos tumorales incluyen MAGE, MART-1/melan A, gp100, dipeptidilpeptidasa IV
(DPPIV), proteina de union a adenosindesaminasa (ADAbp), ciclofilina b, antigeno asociado a cancer colorrectal
(CRC)-C017-1A/GA733, antigeno carcinoembrionario (CEA) y sus epitopos inmundgenos CAP-1 y CAP-2, etv6,
aml1, antigeno prostatico especifico (PSA) y sus epitopos inmundégenos PSA-1, PSA-2 y PSA-3, antigeno de
membrana prostatico especifico (PSMA), antigeno de células madre prostaticas (PSCA), familia MAGE de antigenos
tumorales (por ejemplo, MAGE-A1, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-A5, MAGE-A6, MAGE-A7, MAGE-AS8,
MAGE-A9, MAGE-A10, MAGE-A11, MAGE-A12, MAGE-Xp2 (MAGE-B2), MAGE-Xp3 (MAGE-B3), MAGE-Xp4
(MAGE-B4), MAGE-C1, MAGE-C2, MAGE-C3, MAGE-C4, MAGE-C5), familia GAGE de antigenos tumorales (por
ejemplo, GAGE-1, GAGE-2, GAGE-3, GAGE-4, GAGE-5, GAGE-6, GAGE-7, GAGE-8, GAGE-9), BAGE, RAGE,
LAGE-1, NAG, GnT-V, MUM-1, CDK4, tirosinasa, p53, familia MUC, HER2/neu, p21ras, RCAS1, a-fetoproteina,
E-cadherina, a-catenina, p-catenina y y-catenina, p120ctn, gp100 Pmel117, PRAME, NY-ESO-1, cdc27, proteina
poliposis adenomatosa coli (APC), fodrina, conexina 37, idiotipo de Ig, p15, gp75, ganglidsidos GM2 y GD2,
productos viricos, tales como proteinas del papilomavirus humano, familia Smad de antigenos tumorales, Imp-1,
P1A, antigeno nuclear codificado por EBV (EBNA)-1, glucégeno fosforilasa cerebral, SSX-1, SSX-2 (HOM-MEL-40),
SSX-1, SSX-4, SSX-5, SCP-1 y CT-7, y c-erbB-2. Los ejemplos no limitantes de antigenos de la MEC incluyen
sindecano, heparanasa, integrinas, osteopontina, proteinas de unién, cadherinas, laminina, EGF de tipo laminina,
lectina, fibronectina, Notch, tenascina y matrixina. Los ejemplos no limitantes de antigenos de superficie celular
incluyen: FAP, Her2, EGFR, IGF-1R, CD22 (receptor de linfocitos B), CD23 (receptor de IgE de afinidad baja), CD30
(receptor de citocinas), CD33 (antigeno de superficie de células mieloides), CD40 (receptor del factor de necrosis
tumoral), IL-6R (receptor de IL6), CD20, MCSP y PDGFf R (receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas
). En aspectos particulares de la divulgacion, el antigeno es un antigeno humano.

En determinados aspectos de la divulgacion, el resto de unién a antigeno se dirige a un antigeno presentado en una
célula tumoral o en un entorno de células tumorales. En un aspecto especifico de la divulgacion, el resto de union a
antigeno se dirige a un antigeno seleccionado del grupo de proteina de activacién de fibroblastos (FAP) y antigeno
carcinoembrionario (CEA). La inmunocitocina puede comprender dos o mas restos de unién a antigeno, en la que
cada uno de estos restos de unién a antigeno se une especificamente al mismo determinante antigénico.

El resto de unién a antigeno puede ser cualquier tipo de anticuerpo o fragmento del mismo que retenga la union
especifica a un determinante antigénico. Los fragmentos de anticuerpo incluyen, pero no se limitan a, fragmentos de
Vy, fragmentos de V., fragmentos Fab, fragmentos F(ab')2, fragmentos scFv, fragmentos Fv, minicuerpos,
diacuerpos, triacuerpos y tetracuerpos (véase, por ejemplo, Hudson y Souriau, Nature Med 9, 129-134 (2003)). En
un aspecto particular de la divulgacién, el resto de unién a antigeno es una molécula de Fab. En un aspecto de la
divulgacion, dicha molécula de Fab es humana. En otro aspecto de la divulgacion, se humaniza dicha molécula de
Fab. Aun en otro aspecto de la divulgacién, dicha molécula de Fab comprende regiones constantes de la cadena
pesada y ligera humanas.

En aspectos preferentes de la divulgacion, el direccionamiento hacia el tumor de la inmunocitocina de variante de
IL-2 dirigida a tumor se puede lograr por direccionamiento hacia el antigeno carcinoembriogénico (CEA), como se
describe en el documento WO 2012/146628. El direccionamiento hacia CEA se puede lograr con un anticuerpo
anti-CEA o un fragmento de unién a antigeno del mismo. Un anticuerpo anti-CEA puede comprender una secuencia
de la region variable de la cadena pesada que sea al menos aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntica a la secuencia de SEQ ID NO: 66 o SEQ ID NO: 68, o una variante de la misma
que retenga la funcionalidad. Un anticuerpo anti-CEA puede comprender una secuencia de la region variable de la
cadena ligera que sea al menos aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %
idéntica a la secuencia de SEQ ID NO: 65 o SEQ ID NO: 67, o una variante de la misma que retenga la
funcionalidad. Un anticuerpo anti-CEA puede comprender una secuencia de la regién variable de la cadena pesada
que sea al menos aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la
secuencia de SEQ ID NO: 66, o una variante de la misma que retenga la funcionalidad, y una secuencia de la regién
variable de la cadena ligera que sea al menos aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % o 100 % idéntica a la secuencia de SEQ ID NO: 65, o una variante de la misma que retenga la funcionalidad.
Un anticuerpo anti-CEA puede comprender una secuencia de la region variable de la cadena pesada que sea al
menos aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de
SEQ ID NO: 68, o una variante de la misma que retenga la funcionalidad, y una secuencia de la regién variable de la
cadena ligera que sea al menos aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %
idéntica a la secuencia de SEQ ID NO: 67, o una variante de la misma que retenga la funcionalidad. Un anticuerpo
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anti-CEA puede comprender la secuencia de la regiéon variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 66 y la
secuencia de la regién variable de la cadena ligera de SEQ ID NO: 65. Un anticuerpo anti-CEA puede comprender la
secuencia de la region variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 68 y la secuencia de la region variable de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 67.

Como se describe en el documento WO 2012/146628, la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA puede
comprender una secuencia de polipéptidos en la que una cadena pesada de Fab especifica para CEA comparte un
enlace peptidico carboxiterminal con una subunidad del dominio Fc que comprende una modificacién en botdn, que,
a su vez, comparte un enlace peptidico carboxiterminal con un polipéptido IL-2. La inmunocitocina de variante de
IL-2 dirigida a CEA puede comprender una secuencia de polipéptidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ
ID NO: 82, SEQ ID NO: 83 y SEQ ID NO: 84, o una variante de las mismas que retenga la funcionalidad. La
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA puede comprender una secuencia de polipéptidos en la que una
cadena pesada de Fab especifica para CEA comparte un enlace peptidico carboxiterminal con una subunidad del
dominio Fc que comprende una modificacion en ojal. La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA puede
comprender la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO: 85 o SEQ ID NO: 86, o una variante de la misma que
retenga la funcionalidad. La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA puede comprender una cadena ligera
de Fab especifica para CEA. La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA puede comprender la secuencia
de polipéptidos de SEQ ID NO: 87 o SEQ ID NO: 88, o una variante de la misma que retenga la funcionalidad. La
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA puede comprender las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:
85, SEQ ID NO: 82 y SEQ ID NO: 87, o variantes de las mismas que retengan la funcionalidad. La inmunocitocina de
variante de IL-2 dirigida a CEA puede comprender las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO:
86 y SEQ ID NO: 88, o variantes de las mismas que retengan la funcionalidad. Los polipéptidos pueden estar
enlazados covalentemente, por ejemplo, por un enlace disulfuro. Las cadenas de polipéptidos del dominio Fc
pueden comprender las sustituciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G (que se pueden denominar LALA
P329G).

Como se describe en el documento WO 2012/146628, la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA puede
ser una proteina de fusion IgG-IL-2 gm dirigida a CEA basada en el anticuerpo anti-CEA CH1A1A 98/99 2F1 y el
mutante cuadruple de IL-2 (IL-2 gm, SEQ ID NO:3), que tiene las secuencias mostradas como SEQ ID NO: 84, 86 y
88 (como se describe, por ejemplo, en los ejemplos 1 y 2 del documento WO 2012/146628). La inmunocitocina de
variante de IL-2 dirigida a CEA que tiene las secuencias mostradas como SEQ ID NO: 84, 86 y 88 en el presente
documento se denomina "CEA-IL2v".

En modos de realizacién preferentes, el direccionamiento hacia el tumor de la inmunocitocina de variante de IL-2
dirigida a tumor se puede lograr por direccionamiento hacia la proteina de activacion de fibroblastos (FAP), como se
describe en los documentos WO 2012/146628 y WO 2012/107417. El direccionamiento hacia FAP se puede lograr
con un anticuerpo anti-FAP o un fragmento de unién a antigeno del mismo. Un anticuerpo anti-FAP puede
comprender una secuencia de la region variable de la cadena pesada que sea al menos aproximadamente un 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18,
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32,
SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46,
SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 60,
SEQ ID NO: 62 y SEQ ID NO: 64, o variantes de las mismas que retengan la funcionalidad. Un anticuerpo anti-FAP
puede comprender una secuencia de la region variable de la cadena ligera que sea al menos aproximadamente un
80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en: SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID
NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 43, SEQ ID
NO: 45, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID
NO: 59, SEQ ID NO: 61 y SEQ ID NO: 63, o variantes de las mismas que retengan la funcionalidad. Un anticuerpo
anti-FAP puede comprender una secuencia de la region variable de la cadena pesada que sea al menos
aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO:
14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO:
28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO:
42, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO:
56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 62 y SEQ ID NO: 64, o variantes de las mismas que retengan la
funcionalidad, y una secuencia de la regién variable de la cadena ligera que sea al menos aproximadamente un
80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en: SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID
NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 43, SEQ ID
NO: 45, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID
NO: 59, SEQ ID NO: 61 y SEQ ID NO: 63, o variantes de las mismas que retengan la funcionalidad. Un anticuerpo
anti-FAP puede comprender una secuencia de la region variable de la cadena pesada que sea al menos
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aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de SEQ ID
NO:42 y una secuencia de la region variable de la cadena ligera que sea al menos aproximadamente un 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de SEQ ID NO: 41. Un anticuerpo anti-FAP
puede comprender una secuencia de la region variable de la cadena pesada que sea al menos aproximadamente un
80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de SEQ ID NO:58 y una
secuencia de la region variable de la cadena ligera que sea al menos aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de SEQ ID NO: 57. Un anticuerpo anti-FAP puede
comprender una secuencia de la region variable de la cadena pesada que sea al menos aproximadamente un 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de SEQ ID NO: 12 y una secuencia de
la region variable de la cadena ligera que sea al menos aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de SEQ ID NO: 11. Un anticuerpo anti-FAP puede comprender una
secuencia de la regiéon variable de la cadena pesada que sea al menos aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de SEQ ID NO:7 y una secuencia de la region
variable de la cadena ligera que sea al menos aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % o0 100 % idéntica a la secuencia de SEQ ID NO: 6. Un anticuerpo anti-FAP puede comprender la secuencia de
la regién variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 42 y la secuencia de la region variable de la cadena ligera de
SEQ ID NO: 41. Un anticuerpo anti-FAP puede comprender la secuencia de la regién variable de la cadena pesada
de SEQ ID NO: 58 y la secuencia de la region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO: 57. Un anticuerpo anti-
FAP puede comprender la secuencia de la region variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 12 y la secuencia de
la region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO: 11. Un anticuerpo anti-FAP puede comprender la secuencia de
la region variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 7 y la secuencia de la region variable de la cadena ligera de
SEQ ID NO: 6.

Como se describe en los documentos WO 2012/146628 y WO 2012/107417, la inmunocitocina de variante de IL-2
dirigida a FAP puede comprender una secuencia de polipéptidos en la que una cadena pesada de Fab especifica
para FAP comparte un enlace peptidico carboxiterminal con una subunidad del dominio Fc que comprende una
modificacién en botén, que, a su vez, comparte un enlace peptidico carboxiterminal con un polipéptido IL-2. La
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP puede comprender una secuencia de polipéptidos seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 72 y SEQ ID NO: 73, o
variantes de las mismas que retengan la funcionalidad. La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP puede
comprender una secuencia de polipéptidos en la que una cadena pesada de Fab especifica para FAP comparte un
enlace peptidico carboxiterminal con una subunidad del dominio Fc que comprende una modificacion en ojal. La
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP puede comprender una secuencia de polipéptidos seleccionada
del grupo de SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 75 y SEQ ID NO: 76, o variantes de las mismas que retengan la
funcionalidad. La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP puede comprender una cadena ligera de Fab
especifica para FAP. La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP puede comprender una secuencia de
polipéptidos de SEQ ID NO: 77 o SEQ ID NO: 78, o una variante de la misma que retenga la funcionalidad. La
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP puede comprender la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:
77, la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO: 74, y una secuencia de polipéptidos seleccionada del grupo de SEQ
ID NO: 69 y SEQ ID NO: 72, o variantes de las mismas que retengan la funcionalidad. La inmunocitocina de variante
de IL-2 dirigida a FAP puede comprender las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 70 y SEQ
ID NO: 77, o variantes de las mismas que retengan la funcionalidad. La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a
FAP puede comprender las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 71 y SEQ ID NO: 78, o
variantes de las mismas que retengan la funcionalidad. La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP puede
comprender las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 74 y SEQ ID NO: 72, o variantes de las
mismas que retengan la funcionalidad. La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP puede comprender las
secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 76 y SEQ ID NO: 73, o variantes de las mismas que
retengan la funcionalidad. Los polipéptidos estan enlazados covalentemente, por ejemplo, por un enlace disulfuro.
Cada una de las subunidades del dominio Fc puede comprender las sustituciones aminoacidicas L234A, L235A y
P329G (que se pueden denominar LALA P329G).

Como se describe en los documentos WO 2012/146628 y WO 2012/107417, la inmunocitocina de variante de IL-2
dirigida a FAP puede ser una proteina de fusion IgG-IL-2 gm dirigida a FAP basada en el anticuerpo anti-FAP 4B9 y
el mutante cuadruple de IL-2 (IL-2 gm, SEQ ID NO:3), que tiene las secuencias mostradas como SEQ ID NO: 79, 80
y 81 (como se describe, por ejemplo, en los ejemplos 1y 2 del documento WO 2012/146628 y en el ejemplo 1 del
documento WO 2012/107417). La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP que tiene las secuencias
mostradas como SEQ ID NO: 79, 80 y 81 en el presente documento se denomina "FAP-IL2v".

La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor usada en la politerapia descrita en el presente documento
puede comprender un anticuerpo que se una a un antigeno presentado en una célula tumoral o en un entorno de
células tumorales, y un mutante de IL-2 que tenga afinidad de unién reducida con respecto a la subunidad del
receptor de IL-2. La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor puede consistir esencialmente en un
anticuerpo que se una a un antigeno presentado en una célula tumoral o en un entorno de células tumorales, y un
mutante de IL-2 que tenga afinidad de unién reducida con respecto a la subunidad del receptor de IL-2. El anticuerpo
puede ser un anticuerpo 1gG, en particular, un anticuerpo IgG1. La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a
tumor puede comprender un mutante de IL-2 individual que tenga afinidad de union reducida con respecto a la
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subunidad del receptor de IL-2 (es decir, no esta presente mas de un resto de mutante de IL-2).

Como se describe en el presente documento, la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor usada en la
politerapia descrita en el presente documento puede comprender un dominio variable de la cadena pesada y un
dominio variable de la cadena ligera de un anticuerpo que se une a un antigeno presentado en una célula tumoral o
en un entorno de células tumorales y un dominio Fc que consiste en dos subunidades y que comprende una
modificacién que promueve la heterodimerizacion de dos cadenas de polipéptidos no idénticos. La inmunocitocina
de variante de IL-2 dirigida a tumor usada en la politerapia descrita en el presente documento puede comprender un
dominio variable de la cadena pesada de un anticuerpo que se une a un antigeno presentado en una célula tumoral
0 en un entorno de células tumorales y una subunidad del dominio Fc que comprende una mutaciéon en botén, un
dominio variable de la cadena pesada de un anticuerpo que se une a un antigeno presentado en una célula tumoral
0 en un entorno de células tumorales y una subunidad del dominio Fc que comprende una mutacién en ojal, y un
dominio variable de la cadena ligera de un anticuerpo que se une a un antigeno presentado en una célula tumoral o
en un entorno de células tumorales, y un mutante de IL-2 que tiene afinidad de union reducida con respecto a la
subunidad del receptor de IL-2. Por tanto, una inmunocitocina puede comprender un dominio Fc que comprenda una
modificacién que promueva la heterodimerizacion de dos cadenas de polipéptidos no idénticos. Una "modificacion
que promueve la heterodimerizacion" es una manipulacién del esqueleto peptidico o las modificaciones
postraduccionales de un polipéptido que reduce o previene la asociacion del polipéptido con un polipéptido idéntico
para formar un homodimero. Una modificacién que promueve la heterodimerizacién como se usa en el presente
documento incluye, en particular, las modificaciones separadas hechas en cada uno de los dos polipéptidos con los
que se desea formar un dimero, en la que las modificaciones son complementarias entre si para promover la
asociacion de los dos polipéptidos. Por ejemplo, una modificacion que promueve la heterodimerizacion puede alterar
la estructura o carga de uno o ambos de los polipéptidos con los que se desea formar un dimero para hacer su
asociacion estérica o electrostaticamente favorable, respectivamente. Se produce la heterodimerizacién entre dos
polipéptidos no idénticos, tales como dos subunidades de un dominio Fc, en la que otros componentes de
inmunoconjugado fusionados a cada una de las subunidades (por ejemplo, resto de union a antigeno, resto efector)
no son iguales. En los inmunoconjugados de acuerdo con la presente invencion, la modificacion que promueve la
heterodimerizacion esta en el dominio Fc. En algunos aspectos de la divulgacion, la modificacion que promueve la
heterodimerizacion comprende una mutaciéon aminoacidica, especificamente una sustitucion aminoacidica. En un
aspecto particular de la divulgacion, la modificacion que promueve la heterodimerizacion comprende una mutacion
aminoacidica separada, especificamente una sustituciéon aminoacidica, en cada una de las dos subunidades del
dominio Fc. El sitio de interaccion proteina-proteina mas extensa entre las dos cadenas de polipéptidos de un
dominio Fc de IgG humana esta en el dominio CH3 del dominio Fc. Por tanto, en un aspecto de la divulgacioén, dicha
modificacién esta en el dominio CH3 del dominio Fc. En un aspecto especifico de la divulgacion, dicha modificacién
es una modificacion de botén en ojal, que comprende una modificacion en botén en una de las dos subunidades del
dominio Fc y una modificacion en ojal en la otra de las dos subunidades del dominio Fc.

La tecnologia de botén en ojal se describe, por ejemplo, en los documentos US 5.731.168; US 7.695.936; Ridgway
et al. Prot Eng 9, 617-621 (1996) y Carter, J Immunol Meth 248, 7-15 (2001). En general, el procedimiento implica
introducir una protuberancia ("botén") en la interfase de un primer polipéptido y una cavidad correspondiente ("ojal")
en la interfase de un segundo polipéptido, de modo que la protuberancia se pueda situar en la cavidad para
promover la formacién de heterodimeros y dificultar la formaciéon de homodimeros. Las protuberancias se construyen
reemplazando cadenas laterales de aminoacidos pequefias de la interfase del primer polipéptido por cadenas
laterales mas grandes (por ejemplo, tirosina o triptéfano). Se crean cavidades compensadoras de tamario idéntico o
similar a las protuberancias en la interfase del segundo polipéptido reemplazando cadenas laterales de aminoacidos
grandes por otras mas pequefias (por ejemplo, alanina o treonina). Se pueden realizar la protuberancia y la cavidad
alterando el acido nucleico que codifica los polipéptidos, por ejemplo, por mutagénesis especifica de sitio o por
sintesis de péptidos. En un aspecto especifico de la divulgacion, una modificacion en botén comprende la sustitucion
aminoacidica T366W en una de las dos subunidades del dominio Fc, y la modificacién en ojal comprende las
sustituciones aminoacidicas T366S, L368A e Y407V en la otra de las dos subunidades del dominio Fc. En otro
aspecto especifico de la divulgacion, la subunidad del dominio Fc que comprende la modificacién en botén
comprende adicionalmente la sustitucion aminoacidica S354C, y la subunidad del dominio Fc que comprende la
modificacién en ojal comprende adicionalmente la sustitucion aminoacidica Y349C. La introduccion de estos dos
residuos de cisteina da como resultado la formacion de un puente disulfuro entre las dos subunidades de la region
Fc, estabilizando ademas el dimero (Carter, J Immunol Methods 248, 7-15 (2001)). La numeraciéon de los residuos
de aminoacido en la region Fc es de acuerdo con el sistema de numeracion EU, también llamado indice EU, como
se describe en Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991. Una "subunidad" de un dominio Fc como se usa en el presente documento
se refiere a uno de los dos polipéptidos que forman el dominio Fc dimérico, es decir, un polipéptido que comprende
regiones constantes C terminales de una cadena pesada de inmunoglobulina, que puede crear una autoasociacion
estable. Por ejemplo, una subunidad de un dominio Fc de IgG comprende un dominio constante CH2 de IgG y uno
CH3 de IgG.

En un aspecto alternativo de la divulgacion, una modificacion que promueve la heterodimerizacion de dos cadenas

de polipéptidos no idénticos comprende una modificacidon que media en los efectos de conduccion electrostatica, por
ejemplo, como se describe en el documento WO 2009/089004. En general, este procedimiento implica el reemplazo
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de uno o mas residuos de aminoacido en la interfase de las dos cadenas de polipéptidos por residuos de aminoacido
cargados, de modo que la formacion de homodimeros se vuelva electrostaticamente desfavorable, pero la
heterodimerizacion electrostaticamente favorable.

Un mutante de IL-2 que tiene afinidad de union reducida con respecto a la subunidad del receptor de IL-2 se puede
fusionar al aminoacido carboxiterminal de la subunidad del dominio Fc que comprende la modificacion en boton. Sin
quedar vinculado a ninguna teoria, la fusion del mutante de IL-2 a la subunidad que contiene el botén del dominio Fc
minimizara ademas la generacion de inmunocitocinas homodiméricas que comprenden dos polipéptidos mutantes de
IL-2 (choque estérico de dos polipéptidos que contienen el botdn).

El dominio Fc de la inmunocitocina se puede genomanipular para que tenga afinidad de unién alterada con respecto
a un receptor Fc, especificamente afinidad de union alterada con respecto a un receptor Fcy, en comparacion con un
dominio Fc no genomanipulado, como se describe en el documento WO 2012/146628. Se puede alterar la union del
dominio Fc a un componente del complemento, especificamente a C1q, como se describe en el documento WO
2012/146628. Un dominio Fc confiere al inmunoconjugado propiedades farmacocinéticas favorables, incluyendo una
semivida en suero larga, lo que contribuye a una buena acumulacion en el tejido diana y una proporcién de
distribucion tejido-sangre favorable. Al mismo tiempo, sin embargo, puede dar lugar a un direccionamiento
indeseable del inmunoconjugado a células que expresan receptores Fc en lugar de a las células que tienen
antigenos preferentes. Ademas, la coactivacion de las vias de sefalizacion del receptor Fc puede dar lugar a la
liberacion de citocinas que, en combinacion con el resto efector y la larga semivida del inmunoconjugado, dé como
resultado una activacién en exceso de los receptores de citocinas y graves efectos secundarios tras la
administracion sistémica. Teniendo en cuenta esto, se ha descrito que los inmunoconjugados de IgG-IL-2
convencionales se asocian con reacciones a la infusién (véase, por ejemplo, King et al., J Clin Oncol 22, 4463-4473
(2004)).

En consecuencia, se puede genomanipular el dominio Fc de la inmunocitocina para que tenga afinidad de unién
reducida con respecto a un receptor Fc. En uno de dichos aspectos de la divulgacién, el dominio Fc comprende una
0 mas mutaciones aminoacidicas que reducen la afinidad de unién del dominio Fc a un receptor Fc. Tipicamente, la
misma o mas mutaciones aminoacidicas esta(n) presente(s) en cada una de las dos subunidades del dominio Fc. En
un aspecto de la divulgacion, dicha mutacion aminoacidica reduce la afinidad de unién del dominio Fc al receptor Fc
en al menos 2 veces, al menos 5 veces o al menos 10 veces. En aspectos de la divulgacion donde existe mas de
una mutaciéon aminoacidica que reduce la afinidad de unién del dominio Fc al receptor Fc, la combinacion de estas
mutaciones aminoacidicas puede reducir la afinidad de unién del dominio Fc al receptor Fc en al menos 10 veces, al
menos 20 veces o incluso al menos 50 veces. En un aspecto de la divulgacion, el inmunoconjugado que comprende
un dominio Fc genomanipulado presenta menos de un 20 %, en particular menos de un 10 %, mas en particular
menos de un 5 % de la afinidad de union a un receptor Fc en comparacién con un inmunoconjugado que comprende
un dominio Fc no genomanipulado. En un aspecto de la invencion, el receptor Fc es un receptor Fc activador. En un
aspecto especifico de la divulgacion, el receptor Fc es un receptor Fcy, mas especificamente, un receptor Fcy Rllla,
Fcy Rl o Fcy Rlla. Preferentemente, se reduce la unién a cada uno de estos receptores. En algunos aspectos de la
divulgacion, también se reduce la afinidad de unidén con respecto a un componente del complemento,
especificamente la afinidad de union con respecto a C1q. En un aspecto de la divulgacién, no se reduce la afinidad
de unidon con respecto al receptor Fc neonatal (FcRn). La unién sustancialmente similar a FcRn, es decir, la
conservacion de la afinidad de unién al dominio Fc a dicho receptor, se logra cuando el dominio Fc (o el
inmunoconjugado que comprende dicho dominio Fc) presenta mas de aproximadamente un 70 % de la afinidad de
union de una forma no genomanipulada del dominio Fc (o el inmunoconjugado que comprende dicha forma no
genomanipulada del dominio Fc) a FcRn. Los dominios Fc, o inmunoconjugados de la invencién que comprenden
dichos dominios Fc, pueden presentar mas de aproximadamente un 80 % e incluso mas de aproximadamente un
90 % de dicha afinidad. En un aspecto de la divulgacion, la mutaciéon aminoacidica es una sustitucion aminoacidica.
En un aspecto de la divulgacion, el dominio Fc comprende una sustitucién aminoacidica en la posicién P329. En un
aspecto mas especifico de la divulgacion, la sustitucion aminoacidica es P329A o P329G, en particular P329G. En
un aspecto de la divulgacion, el dominio Fc comprende otra sustitucion aminoacidica en una posicion seleccionada
de S228, E233, L234, L235, N297 y P331. En un aspecto mas especifico de la divulgacion, la otra sustitucién
aminoacidica es S228P, E233P, L234A, L235A, L235E, N297A, N297D o P331S. En un aspecto particular de la
divulgacion, el dominio Fc comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones P329, L234 y L235. En un
aspecto mas particular de la divulgacion, el dominio Fc comprende las mutaciones aminoacidicas L234A, L235A y
P329G (LALA P329G). Esta combinacion de sustituciones aminoacidicas anula casi completamente la unién al
receptor Fcy de un dominio Fc de IgG humana, como se describe en el documento WO 2012/130831. El documento
WO 2012/130831 también describe procedimientos de preparacion de dichos dominios Fc mutantes y
procedimientos para determinar sus propiedades, tales como unién al receptor Fc o funciones efectoras. La
numeracion de los residuos de aminoacido en la regién Fc es de acuerdo con el sistema de numeracién EU, también
llamado indice EU, como se describe en Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed. Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991.

Se pueden preparar dominios Fc mutantes por delecién, sustitucion, insercion o modificaciéon aminoacidica usando

procedimientos genéticos o quimicos bien conocidos en la técnica y como se describe en el documento WO
2012/146628. Los procedimientos genéticos pueden incluir mutagénesis especifica de sitio de la secuencia de ADN
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codificante, PCR, sintesis génica y similares. Los cambios nucleotidicos correctos se pueden verificar, por ejemplo,
por secuenciacion.

En un aspecto de la divulgacion, se genomanipula el dominio Fc para que tenga una funcion efectora disminuida, en
comparacion con un dominio Fc no genomanipulado, como se describe en el documento WO 2012/146628. La
funcion efectora disminuida puede incluir, pero no se limita a, una o mas de las siguientes: citotoxicidad dependiente
del complemento (CDC) disminuida, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) disminuida, fagocitosis
celular dependiente de anticuerpos (ADCP) disminuida, secrecion de citocinas disminuida, captacién de antigenos
mediada por inmunocomplejos por células presentadoras de antigeno disminuida, unién a linfocitos NK disminuida,
unién a macréfagos disminuida, unién a monocitos disminuida, unién a células polimorfonucleares disminuida,
sefializacién directa inductora de la apoptosis disminuida, reticulacién de anticuerpos unidos a diana disminuida,
maduracion de células dendriticas disminuida o activacion de linfocitos T disminuida.

Los anticuerpos 1gG4 presentan afinidad de unién reducida con respecto a los receptores Fc y funciones efectoras
reducidas en comparacion con anticuerpos IgG1. De ahi que en algunos aspectos de la divulgacién, el dominio Fc de
las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencion sea un dominio Fc de
IgGs, en particular, un dominio FC de IgGs4 humana. En un aspecto de la divulgacion, el dominio Fc de 1gGa
comprende sustituciones aminoacidicas en la posicién S228, especificamente la sustitucion aminoacidica S228P.
Para reducir ademas su afinidad de unién con respecto a un receptor Fc y/o su funcién efectora, en un aspecto de la
divulgacion, el dominio Fc de IgG4 comprende una sustitucion aminoacidica en la posicion L235, especificamente la
sustitucion aminoacidica L235E. En otro aspecto de la divulgacion, el dominio Fc de IgG4 comprende una sustitucion
aminoacidica en la posicion P329, especificamente la sustitucion aminoacidica P329G. En un aspecto particular de
la divulgacion, el dominio Fc de IgG4 comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones S228, L235 y P329,
especificamente las sustituciones aminoacidicas S228P, L235E y P329G. Dichos mutantes del dominio Fc de IgGs y
sus propiedades de unién al receptor Fcy se describen en el documento WO 2012/130831.

El anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia descrita en el presente documento se selecciona
del grupo que consiste en:

243.55.870, 243.55.H1, 243.55.H12, 243.55.H37, 243.55.H70, 243.55.H89, 243.55.S1, 243.55.5, 243.55.38,
243.55.30, 243.55.34, 243.55.537, 243.55.49, 243.55.51, 243.55.62 y 243.55.84.

Estos anticuerpos se describen en el documento WO 2010/77634 (las secuencias se muestran en la figura 11 del
documento WO 2010/77634) y se caracterizan por comprender las siguientes secuencias de VH y VL como se
describe en el presente documento:

anticuerpo anti-PD-L1 secuencia de aminoacidos del dominio|secuencia de aminoacidos del dominio
variable de la cadena pesada VH, SEQ ID|variable de la cadena ligera VL, SEQ ID
NO: NO:

243.55.870 89 92

243.55.H1 90 93

243.55.H12 90 94

243.55.H37 90 95

243.55.H70 90 96

243.55.H89 90 97

243.55.51 90 98

243.55.5 90 99

243.55.8 90 100

243.55.30 90 101

243.55.34 90 102

243.55.837 90 103

243.55.49 90 104

243.55.51 90 105

243.55.62 90 106

243.55.84 91 107

En un aspecto de la divulgacion de la invencion, la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA usada en la
politerapia descrita en el presente documento se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:68 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
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SEQ ID NO:67, y la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:3; o

b) una secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:84 o SEQ ID NO:86 o SEQ ID NO:88, o

c) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:84, y SEQ ID NO:86 y SEQ ID NO:88; o

d) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO: 108, y SEQ ID NO: 109 y SEQ ID NO: 110

y

el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:92, o

b) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:93, o

¢) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:94, o

d) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:95, o

e) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:96, o

f) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:97, o

g) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:98, o

h) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:99, o

i) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 100, o

j) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 101, o

k) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO: 102, 0

I) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 103, o

m) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 104, o

n) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 105, o

0) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 106, o

p) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:91 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 107.

En un aspecto de la divulgacion de la invencion, la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP usada en la
politerapia descrita en el presente documento se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:42 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:41, y la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:3, o
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b) una secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:79 o SEQ ID NO:80 o SEQ ID NO:81, o

c) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:79, y SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81, o

d) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO: 124, y SEQ ID NO: 125 y SEQ ID NO: 126,

y

el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:92, o

b) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:93, o

¢) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:94, o

d) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:95, o

€) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:96, o

f) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO:97, o

g) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:98, o

h) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:99, o

i) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 100, o

j) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 101, 0

k) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 102, o

I) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 103, o

m) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO: 104, o

n) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 105, o

0) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 106, o

p) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:91 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 107.

En un aspecto de la divulgacién, la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA usada en la politerapia descrita
en el presente documento se caracteriza por comprender

el dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:68 y el dominio variable de la cadena ligera VL de SEQ
ID NO:67, y la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:3.

En un aspecto de la divulgacién, la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA usada en la politerapia descrita
en el presente documento se caracteriza por comprender
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las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:84, y SEQ ID NO:86 y SEQ ID NO:88.

En un aspecto de la divulgacién, la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA usada en la politerapia descrita
en el presente documento se caracteriza por comprender

las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO: 108, y SEQ ID NO: 109 y SEQ ID NO: 110.

En un aspecto de la divulgacién, la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP usada en la politerapia descrita
en el presente documento se caracteriza por comprender

el dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:42 y el dominio variable de la cadena ligera VL de SEQ
ID NO:41, y la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO:3.

En un aspecto de la divulgacion, la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP usada en la politerapia descrita
en el presente documento se caracteriza por comprender

las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:79, y SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81.

En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza
por comprender

un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de SEQ
ID NO:92.

En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza
por comprender

un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de SEQ
ID NO:93.

En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza
por comprender

un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de SEQ
ID NO:94.

En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza
por comprender

un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de SEQ
ID NO:95.

En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza
por comprender

un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de SEQ
ID NO:96.

En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza
por comprender

un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de SEQ
ID NO:97.

En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza
por comprender

un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de SEQ
ID NO:98.

En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza
por comprender

un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de SEQ
ID NO:99.
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En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza
por comprender

un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de SEQ
ID NO: 100.

En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza
por comprender

un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de SEQ
ID NO: 101.

En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza
por comprender

un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de SEQ
ID NO: 102.

En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza
por comprender

un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de SEQ
ID NO: 103.

En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza
por comprender

un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de SEQ
ID NO: 104.

En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza
por comprender

un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de SEQ
ID NO: 105.

En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza
por comprender

un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de SEQ
ID NO: 106.

En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza
por comprender

un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:91 y un dominio variable de la cadena ligera VL de SEQ
ID NO: 107.

En un aspecto preferente de la divulgacién de la invencion, la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA
usada en la politerapia descrita en el presente documento se caracteriza por comprender

las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:84, y SEQ ID NO:86 y SEQ ID NO:88, y
el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza por comprender

un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de SEQ
ID NO:92.

En un aspecto preferente de la divulgaciéon de la invencion, la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP
usada en la politerapia descrita en el presente documento se caracteriza por comprender

las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:79, y SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81, y

el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza por comprender
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un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de SEQ
ID NO:92.

El término "anticuerpo” se usa en el presente documento en el sentido mas amplio y engloba diversas estructuras de
anticuerpo, incluyendo, pero sin limitarse a, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales y fragmentos de
anticuerpo siempre que presenten la actividad de union a antigeno deseada.

Un "fragmento de anticuerpo” se refiere a una molécula distinta de un anticuerpo intacto que comprende una porcion
de un anticuerpo intacto que se une al antigeno al que se une el anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de
anticuerpo incluyen, pero no se limitan a Fv, Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')2, diacuerpos, anticuerpos lineales, moléculas
de anticuerpo monocatenario (por ejemplo, scFv) y anticuerpos de dominio individual. Para una revision de
determinados fragmentos de anticuerpo, véase Hudson et al., Nat Med 9, 129-134 (2003). Para una revision de los
fragmentos scFv, véase, por ejemplo, Pliickthun, en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, eds.
Rosenburg y Moore, Springer-Verlag, Nueva York, pp. 269-315 (1994); véanse también el documento WO 93/16185;
y las patentes de EE. UU. n.°® 5.571.894 y 5.587.458. Para un analisis de los fragmentos Fab y F(ab')2 que
comprenden residuos de epitopo de unién al receptor de rescate y que tienen una semivida in vivo incrementada,
véase la patente de EE. UU. n.° 5.869.046. Los diacuerpos son fragmentos de anticuerpo con dos sitios de union a
antigeno que pueden ser bivalentes o biespecificos. Véanse, por ejemplo, los documentos EP 404.097;
WO 1993/01161; Hudson et al., Nat Med 9, 129-134 (2003); y Hollinger et al., Proc Natl Acad Sci USA 90, 6444-
6448 (1993). También se describen triacuerpos y tetracuerpos en Hudson et al., Nat Med 9, 129-134 (2003). Los
anticuerpos de dominio individual son fragmentos de anticuerpo que comprenden todo o una porcién del dominio
variable de la cadena pesada o todo o una porcion del dominio variable de la cadena ligera de un anticuerpo. En un
determinado aspecto de la divulgacion, un anticuerpo de dominio individual es un anticuerpo de dominio individual
humano (Domantis, Inc., Waltham, MA; véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 6.248.516 B1). Se pueden
preparar fragmentos de anticuerpo por diversas técnicas que incluyen, pero sin limitarse a, digestion proteolitica de
un anticuerpo intacto, asi como produccion por células huésped recombinantes (por ejemplo, E. coli o fago), como
se describe en el presente documento.

El término "dominio de unién a antigeno" o "porcidon de uniéon a antigeno de un anticuerpo” cuando se usa en el
presente documento se refiere a la parte de un anticuerpo que comprende el area que se une especificamente a y
es complementaria a parte o todo un antigeno. Por tanto, el término se refiere a los residuos de aminoacido de un
anticuerpo que son responsables de la unién a antigeno. Por ejemplo, se puede proporcionar un dominio de unién a
antigeno, por ejemplo, por uno o mas dominios variables de anticuerpo (también llamados regiones variables de
anticuerpo). En particular, un dominio de unién a antigeno comprende una regién variable de la cadena ligera de
anticuerpo (VL) y una region variable de la cadena pesada de anticuerpo (VH). La porcién de union a antigeno de un
anticuerpo comprende residuos de aminoacido de las "regiones determinantes de la complementariedad" o "CDR".
Las regiones "estructurales" o "FR" son las regiones del dominio variable distintas de los residuos de la region
hipervariable como se define en el presente documento. Por lo tanto, los dominios variables de la cadena ligera y
pesada de un anticuerpo comprenden, desde el extremo N al C, los dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y
FR4. Especialmente, la CDR3 de la cadena pesada es la regidon que mas contribuye a la unién a antigeno y define
las propiedades del anticuerpo. Las regiones CDR y FR se determinan de acuerdo con la definicién estandar de
Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed., Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD (1991) y/o los residuos de un "bucle hipervariable".

El término "regioén variable" o "dominio variable" se refiere al dominio de una cadena pesada o ligera de anticuerpo
que esta implicado en la unién del anticuerpo al antigeno. Los dominios variables de la cadena pesada y de la
cadena ligera (VH y VL, respectivamente) de un anticuerpo natural tienen, en general, estructuras similares,
comprendiendo cada dominio cuatro regiones estructurales (FR) conservadas y tres regiones hipervariables (HVR).
Véase, por ejemplo, Kindt et al., Kuby Immunology, 6.2 ed., W.H. Freeman y Co., pagina 91 (2007). Un dominio VH o
VL individual puede ser suficiente para conferir especificidad de unién a antigeno.

El término "epitopo" indica un determinante proteico de un antigeno, tal como un CEA o PD-L1 humano, que se
pueda unir especificamente a un anticuerpo. Los epitopos normalmente consisten en agrupaciones de moléculas
quimicamente activas en superficie, tales como aminoacidos o cadenas laterales glucidicas, y normalmente los
epitopos tienen caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de carga
especificas. Los epitopos conformacionales y no conformacionales se distinguen en que la unién a los primeros,
pero no a los segundos, se pierde en presencia de disolventes desnaturalizantes.

El término "dominio Fc" o "regién Fc" se usa en el presente documento para definir una region C terminal de una
cadena pesada de inmunoglobulina que contiene al menos una porcion de la regién constante. El término incluye
regiones Fc de secuencia natural y regiones Fc variantes. Aunque los limites de la regién Fc de una cadena pesada
de 1gG pueden variar ligeramente, la region Fc de la cadena pesada de IgG humana normalmente se define para
que se extienda desde Cys226, o desde Pro230, al extremo carboxilico de la cadena pesada. Sin embargo, la lisina
C terminal (Lys447) de la region Fc puede estar presente o no. A menos que se especifique de otro modo en el
presente documento, la numeracion de los residuos de aminoacido en la regidn Fc o region constante es de acuerdo
con el sistema de numeracion EU, también llamado indice EU, como se describe en Kabat et al., Sequences of

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2774 380 T3

Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991.
El dominio Fc de un anticuerpo no esta implicado directamente en la union de un anticuerpo a un antigeno, sino que
presenta diversas funciones efectoras. Un "dominio Fc de un anticuerpo" es una expresion bien conocida por el
experto en la técnica y se define en base a la escision con papaina de los anticuerpos. Dependiendo de la secuencia
de aminoacidos de la regién constante de sus cadenas pesadas, los anticuerpos o inmunoglobulinas se dividen en
las clases: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y varias de estas se pueden dividir ademas en subclases (isotipos), por ejemplo,
1gG1, 19G2, IgG3 e IgG4, IgA1 e IgA2. De acuerdo con las regiones constantes de la cadena pesada, las diferentes
clases de inmunoglobulinas se llaman a, &, €, y, y M, respectivamente. El dominio Fc de un anticuerpo esta
directamente implicado en la ADCC (citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos) y CDC (citotoxicidad
dependiente del complemento) en base a la activacion del complemento, la unién a C1q y la union al receptor Fc. La
activacion del complemento (CDC) se inicia uniendo el factor del complemento C1qg al dominio Fc de la mayoria de
las subclases de anticuerpos IgG. Aunque la influencia de un anticuerpo sobre el sistema del complemento es
dependiente de determinadas condiciones, la union a C1q esta provocada por sitios de union definidos en el dominio
Fc. Dichos sitios de unidn son conocidos en el estado de la técnica y se describen, por ejemplo, por Boackle, R.J., et
al., Nature 282 (1979) 742-743; Lukas, T.J., et al., J. Immunol. 127 (1981) 2555-2560; Brunhouse, R., y Cebra, J.J.,
Mol. Immunol. 16 (1979) 907-917; Burton, D.R., et al., Nature 288 (1980) 338-344; Thommesen, J.E., et al., Mol.
Immunol. 37 (2000) 995-1004; Idusogie, E.E., et al., J. Immunol. 164 (2000) 4178-4184; Hezareh, M., et al., J.
Virology 75 (2001) 12161-12168; Morgan, A., et al., Immunology 86 (1995) 319-324; el documento EP 0 307 434.
Dichos sitios de unién son, por ejemplo, L234, L235, D270, N297, E318, K320, K322, P331 y P329 (numeracion de
acuerdo con el indice EU de Kabat, E.A., véase anteriormente). Los anticuerpos de la subclase 1gG1, IgG2 e IgG3
normalmente muestran activacién del complemento y unién a C1q y C3, mientras que IgG4 no activa el sistema del
complemento y no se une a C1q ni a C3.

En un aspecto de la divulgacion, un componente de anticuerpo de una inmunocitocina o un anticuerpo descrito en el
presente documento comprende un dominio Fc derivado de origen humano y preferentemente todas las demas
partes de las regiones constantes humanas. Como se usa en el presente documento, la expresion "dominio Fc
derivado de origen humano" indica un dominio Fc que es un dominio Fc de un anticuerpo humano de la subclase
1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4, preferentemente un dominio Fc de la subclase IgG1 humana, un dominio Fc mutado de la
subclase 1IgG1 humana (en un aspecto de la divulgacion con una mutacion en L234A + L235A), un dominio Fc de la
subclase 1IgG4 humana o bien un dominio Fc mutado de la subclase IgG4 humana (en un aspecto de la divulgacion
con una mutacién en S228P). En un aspecto preferente de la divulgacion, la regiéon constante de la cadena pesada
humana es SEQ ID NO: 58 (subclase IgG1 humana), en otro aspecto preferente de la divulgacion, la region
constante de la cadena pesada humana es SEQ ID NO: 59 (subclase IgG1 humana con las mutaciones L234A y
L235A), en otro aspecto preferente de la divulgacion, la regiéon constante de la cadena pesada humana es SEQ ID
NO: 60 (subclase IgG4 humana), y en otro aspecto preferente de la divulgacion, la region constante de la cadena
pesada humana es SEQ ID NO: 61 (subclase IgG4 humana con una mutacion S228P). En un aspecto de la
divulgacion, dichos anticuerpos tienen una funcion efectora reducida o minima. En un aspecto de la divulgacion, la
funcion efectora minima resulta de una mutacién en Fc sin efector. En un aspecto de la divulgacion, la mutacion en
Fc sin efector es L234A/L235A o L234A/L235A/P329G o N297A o D265A/N297A. En un aspecto de la divulgacion, la
mutacion en Fc sin efector se selecciona para cada uno de los anticuerpos independientemente entre si del grupo
que comprende (que consiste en) L234A/L235A, L234A/L235A/P329G, N297A y D265A/N297A (numeracion EU).

En un aspecto de la divulgacion, los componentes de anticuerpo de las inmunocitocinas o anticuerpos descritos en
el presente documento son de la clase IgG humana (es decir, de la subclase 1gG1, 1I9G2, IgG3 o IgG4).

En un aspecto preferente de la divulgacion, los componentes de anticuerpo de las inmunocitocinas o anticuerpos
descritos en el presente documento son de la subclase IgG1 humana o de la subclase IgG4 humana. En un aspecto
de la divulgacion, los componentes de anticuerpo de las inmunocitocinas o anticuerpos descritos en el presente
documento son de la subclase IgG1 humana. En un aspecto de la divulgacion, los componentes de anticuerpo de las
inmunocitocinas o anticuerpos descritos en el presente documento son de la subclase IgG4 humana.

En un aspecto de la divulgacion, un componente de anticuerpo de una inmunocitocina o un anticuerpo descrito en el
presente documento se caracteriza por que las cadenas constantes son de origen humano. Dichas cadenas
constantes son bien conocidas en el estado de la técnica y, por ejemplo, se describen por Kabat, E.A. (véase, por
ejemplo, Johnson, G. y Wu, T.T., Nucleic Acids Res. 28 (2000) 214-218). Por ejemplo, una region constante de la
cadena pesada humana util comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 114. Por ejemplo, una region
constante de la cadena ligera humana util comprende una secuencia de aminoacidos de una regién constante de la
cadena ligera kappa de SEQ ID NO: 113.

Se pretende que los términos "acido nucleico" o "molécula de acido nucleico", como se usa en el presente
documento, incluyan moléculas de ADN y moléculas de ARN. Una molécula de acido nucleico puede ser
monocatenaria o bicatenaria, pero es preferentemente ADN bicatenario.

El término "aminoacido" como se usa en la presente solicitud indica el grupo de aminoacidos a carboxi naturales que

comprende alanina (cédigo de tres letras: ala, codigo de una letra: A), arginina (arg, R), asparagina (asn, N), acido
aspartico (asp, D), cisteina (cys, C), glutamina (gln, Q), acido glutamico (glu, E), glicina (gly, G), histidina (his, H),
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isoleucina (ile, 1), leucina (leu, L), lisina (lys, K), metionina (met, M), fenilalanina (phe, F), prolina (pro, P), serina (ser,
S), treonina (thr, T), triptéfano (trp, W), tirosina (tyr, Y) y valina (val, V).

El "porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" con respecto a una secuencia de polipéptidos de
referencia se define como el porcentaje de residuos de aminoacido de una secuencia candidata que son idénticos a
los residuos de aminoacido en la secuencia de polipéptidos de referencia, después de alinear las secuencias e
introducir huecos, si fuera necesario, para lograr el maximo porcentaje de identidad de secuencia, y sin tener en
consideracion ninguna sustitucion conservadora como parte de la identidad de secuencia. Se puede lograr la
alineacion para los propositos de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoéacidos de diversos
modos que estan dentro de la habilidad en la técnica, por ejemplo, usando un programa informatico disponible
publicamente, tal como el programa informatico BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en
la técnica pueden determinar los parametros apropiados para alinear secuencias, incluyendo cualquier algoritmo
necesario para lograr la alineacion maxima sobre la longitud completa de las secuencias que se estan comparando.
Sin embargo, para los propésitos en el presente documento, se generan valores de % de identidad de secuencia de
aminoacidos usando el programa informatico de comparacion de secuencias ALIGN-2. El programa informatico de
comparaciéon de secuencias ALIGN-2 se cred por Genentech, Inc., y el cddigo fuente se ha presentado con la
documentacion de usuario en la Oficina de Derechos de Autor de EE. UU., Washington D.C., 20559, donde se ha
registrado con el n.° de registro de derechos de autor de EE. UU. TXU510087. El programa ALIGN-2 esta disponible
publicamente de Genentech, Inc., South San Francisco, California, o se puede compilar a partir del cédigo fuente. Se
debe compilar el programa ALIGN-2 para su uso en un sistema operativo UNIX, incluyendo UNIX V4.0D digital. Se
establecen todos los parametros de comparacion de secuencias por el programa ALIGN-2 y no varian. En
situaciones donde se emplea ALIGN-2 para las comparaciones de secuencias de aminoacidos, el % de identidad de
secuencia de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos A dada con respecto a, con o frente a una secuencia
de aminoacidos B dada (que, de forma alternativa, se puede parafrasear como una secuencia de aminoacidos A
dada que tiene o comprende un determinado % de identidad de secuencia de aminoacidos con respecto a, con o
frente a una secuencia de aminoacidos B dada) se calcula como sigue:

100 veces la fraccion X/Y

donde X es el numero de residuos de aminoacido puntuados como emparejamientos idénticos por el programa de
alineacion de secuencias ALIGN-2 en esa alineacion del programa de A y B, y donde Y es el numero total de
residuos de aminoacido en B. Se apreciara que si la longitud de la secuencia de aminoacidos A no es igual a la
longitud de la secuencia de aminoacidos B, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de A con respecto a B
no igualara el % de identidad de secuencia de aminoacidos de B con respecto a A. A menos que se indique
especificamente de otro modo, todos los valores de % de identidad de secuencia de aminoacidos usados en el
presente documento se obtienen como se describe en el parrafo inmediatamente precedente usando el programa
informatico ALIGN-2. Por un acido nucleico o polinucleétido que tiene una secuencia de nucleétidos al menos, por
ejemplo, un 95 % "idéntica" a una secuencia de nucledtidos de referencia de la presente invencion se pretende que
la secuencia de nucleétidos del polinucleétido sea idéntica a la secuencia de referencia excepto en que la secuencia
de polinucledtido puede incluir hasta cinco mutaciones puntuales por cada 100 nucledtidos de la secuencia de
nucleétidos de referencia. En otras palabras, para obtener un polinucleétido que tenga una secuencia de nucleétidos
al menos un 95 % idéntica a una secuencia de nucleétidos de referencia, hasta un 5 % de los nucleétidos en la
secuencia de referencia se puede delecionar o sustituir con otro nucleétido, o un nimero de nucleétidos hasta un
5 % de los nucledtidos totales en la secuencia de referencia se puede insertar en la secuencia de referencia. Estas
alteraciones de la secuencia de referencia se pueden producir en las posiciones terminales 5' o 3' de la secuencia de
nucleotidos de referencia o en cualquier parte entre esas posiciones terminales, intercaladas individualmente entre
residuos en la secuencia de referencia o bien en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia.
Como una cuestion practica, si cualquier secuencia de polinucleétido particular es al menos un 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a una secuencia de nucleétidos de la presente invencién, se puede
determinar convencionalmente usando programas de ordenador conocidos, tales como los analizados anteriormente
para los polipéptidos (por ejemplo, ALIGN-2).

El término "casete de expresion” se refiere a un polinucleétido generado de forma recombinante o sintética, con una
serie de elementos de acido nucleico especificados que permiten la transcripcion de un acido nucleico particular en
una célula diana. El casete de expresion recombinante se puede incorporar en un plasmido, cromosoma, ADN
mitocondrial, ADN de plastido, virus o fragmento de acido nucleico. Tipicamente, la porciéon de casete de expresion
recombinante de un vector de expresion incluye, entre otras secuencias, una secuencia de acido nucleico que se va
a transcribir y un promotor. En determinados aspectos de la divulgacién, el casete de expresién de la invencion
comprende secuencias de polinucleétido que codifican polipéptidos descritos en el presente documento o
fragmentos de los mismos.

El término "vector" o "vector de expresion" es sindnimo de "construccion de expresion" y se refiere a una molécula
de ADN que se usa para introducir y dirigir la expresion de un gen especifico al que se asocia de forma funcional en
una célula diana. El término incluye el vector como una estructura de acido nucleico autorreplicante, asi como el
vector incorporado en el genoma de una célula huésped en la que se ha introducido. El vector de expresion
comprende un casete de expresion. Los vectores de expresion permiten la transcripcion de grandes cantidades de
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ARNmM estable. Una vez que el vector de expresion esté en el interior de la célula diana, la molécula de acido
ribonucleico o proteina que se codifica por el gen se produce por la maquinaria de transcripcion y/o traduccion
celular. En un aspecto de la divulgacion, el vector de expresién comprende un casete de expresion que comprende
secuencias de polinucledtido que codifican polipéptidos descritos en el presente documento o fragmentos de los
mismos.

El término "artificial" se refiere a una composicion sintética o no derivada de células huésped, por ejemplo, un
oligonucledtido sintetizado quimicamente.

Los términos "célula huésped", "linea de células huésped" y "cultivo de células huésped" se usan de manera
intercambiable y se refieren a células en las que se ha introducido acido nucleico exdgeno, incluyendo la
descendencia de dichas células. Las células huésped incluyen "transformantes" y "células transformadas" que
incluyen la célula transformada primaria y la descendencia derivada de la misma independientemente del nimero de
pases. La descendencia puede no ser completamente idéntica en contenido de acido nucleico a una célula original,
pero puede contener mutaciones. La descendencia mutante que tiene la misma funcién o actividad bioldgica que la
cribada o seleccionada en la célula transformada originalmente se incluye en el presente documento. Una célula
huésped es cualquier tipo de sistema celular que se puede usar para generar los polipéptidos descritos en el
presente documento. En un aspecto de la divulgacién, se genomanipula la célula huésped para permitir la
produccién de un polipéptido con oligosacaridos modificados en su regién Fc. En determinados aspectos de la
divulgacion, las células huésped se han manipulado para expresar niveles incrementados de uno o mas polipéptidos
que tienen actividad B-(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa Ill (GnTlll). En determinados aspectos de la divulgacion,
las células huésped se han manipulado ademas para expresar niveles incrementados de uno o mas polipéptidos que
tienen actividad a-manosidasa Il (Manll). Las células huésped incluyen células cultivadas, por ejemplo, células
cultivadas de mamifero, tales como células CHO, células BHK, células NSO, células SP2/0, células de mieloma YO,
células de mieloma de ratén P3X63, células PER, células PER.C6 o células de hibridoma, células de levadura,
células de insecto y células vegetales, por nombrar solo algunas, pero también células comprendidas en un animal
transgénico, planta transgénica o tejido animal o vegetal cultivado.

Las inmunocitocinas de variante de IL-2 dirigida a tumor descritas en el presente documento se pueden obtener, por
ejemplo, por sintesis de péptidos en estado sdlido (por ejemplo, sintesis en fase sélida de Merrifield) o produccion
recombinante. Para la produccidn recombinante, uno o mas polinucleétidos que codifican la inmunocitocina
(fragmento), por ejemplo, como se describe anteriormente, se aislan e insertan en uno o mas vectores para su
clonacion y/o expresion adicional en una célula huésped. Dicho polinucleétido se puede aislar y secuenciar
facilmente usando procedimientos convencionales. En un aspecto de la invencién, se proporciona un vector,
preferentemente un vector de expresion, que comprende uno o mas de los polinucledtidos. Se pueden usar
procedimientos que sean bien conocidos por los expertos en la técnica para construir vectores de expresion que
contengan la secuencia codificante de un inmunoconjugado (fragmento) junto con sefales de control de la
transcripcion/traduccion apropiadas. Estos procedimientos incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas
sintéticas y recombinacion in vivo/recombinacién genética. Véanse, por ejemplo, las técnicas descritas en Maniatis
et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y. (1989); y Ausubel
et al., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Greene Publishing Associates and Wiley Interscience,
N.Y (1989). El vector de expresién puede ser parte de un plasmido, virus, o puede ser un fragmento de acido
nucleico. El vector de expresion incluye un casete de expresion en el que el polinucledtido que codifica la
inmunocitocina (fragmento) (es decir, la regiéon codificante) se clona en asociacion funcional con un promotor y/u
otros elementos de control de la transcripcion o de la traduccion. Como se usa en el presente documento, una
"regién codificante" es una porcion de acido nucleico que consiste en codones traducidos en aminoacidos. Aunque
no se traduzca un "codon de terminacion" (TAG, TGA o TAA) en un aminoacido, se puede considerar que es parte
de una region codificante, si esta presente, pero cualquier secuencia flanqueante, por ejemplo, promotores, sitios de
union a ribosoma, terminadores transcripcionales, intrones, regiones no traducidas en 5'y 3'y similares, no son parte
de una regién codificante. Pueden estar presentes dos o mas regiones codificantes en una construcciéon de
polinucleétido individual, por ejemplo, en un vector individual, o en construcciones de polinucleétido separadas, por
ejemplo, en vectores separados (diferentes).

Ademas, cualquier vector puede contener una regién codificante individual, o puede comprender dos 0 mas regiones
codificantes, por ejemplo, un vector puede codificar uno o mas polipéptidos, que se separan pos- o
cotraduccionalmente en las proteinas finales por medio de escision proteolitica. Ademas, un vector, polinucleétido o
acido nucleico puede codificar regiones codificantes heterélogas, fusionadas o bien no fusionadas a un
polinucleétido que codifica la inmunocitocina (fragmento), o una variante o derivado de la misma. Las regiones
codificantes heterélogas incluyen, sin limitacion, elementos o motivos especializados, tales como un péptido sefial
secretor o un dominio funcional heterélogo. Una asociacion funcional es cuando una region codificante para un
producto génico, por ejemplo, un polipéptido, se asocia con una o0 mas secuencias reguladoras de tal modo que
dispone la expresion del producto génico bajo la influencia o control de la(s) secuencia(s) reguladora(s). Dos
fragmentos de ADN (tales como una region codificante de polipéptidos y un promotor asociado con la misma) se
"asocian de forma funcional" si la induccion de la funciéon de promotor da como resultado la transcripcion de ARNm
que codifica el producto génico deseado y si la naturaleza del enlace entre los dos fragmentos de ADN no interfiere
en la capacidad de las secuencias reguladoras de la expresién de dirigir la expresion del producto génico ni interfiere
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en la capacidad de que se transcriba el molde de ADN. Por tanto, una regién de promotor se asociaria de forma
funcional con un acido nucleico que codificara un polipéptido si el promotor pudiera efectuar la transcripcion de ese
acido nucleico. El promotor puede ser un promotor especifico de célula que dirige la transcripcion sustancial del ADN
solo en células predeterminadas. Otros elementos de control de la transcripcion, ademas de un promotor, por
ejemplo, potenciadores, operadores, represores y sefiales de terminacion de la transcripcién, se pueden asociar de
forma funcional con el polinucledtido para dirigir la transcripcion especifica de célula. En el presente documento se
divulgan promotores adecuados y otras regiones de control de la transcripcion. Es conocida una variedad de
regiones de control de la transcripcién por los expertos en la técnica. Estas incluyen, sin limitacion, regiones de
control de la transcripcion, que funcionan en células de vertebrado, tales como, pero sin limitarse a, segmentos de
promotor y potenciador de citomegalovirus (por ejemplo, el promotor temprano inmediato, conjuntamente con intrén-
A), virus de simio 40 (por ejemplo, el promotor temprano) y retrovirus (tales como, por ejemplo, el virus del sarcoma
de Rous). Otras regiones de control de la transcripcion incluyen las derivadas de genes de vertebrado, tales como
actina, proteina de choque térmico, hormona del crecimiento bovina y &-globina de conejo, asi como otras
secuencias que pueden controlar la expresidon génica en células eucariotas. Las regiones de control de la
transcripcion adecuadas adicionales incluyen promotores y potenciadores especificos de tejido, asi como
promotores inducibles (por ejemplo, promotores inducibles por tetraciclinas). De forma similar, es conocida una
variedad de elementos de control de la traduccién por los expertos en la técnica. Estos incluyen, pero no se limitan
a, sitios de unién a ribosoma, codones de iniciacion y terminacién de la traduccién y elementos derivados de
sistemas viricos (en particular, un sitio interno de entrada al ribosoma o IRES, también denominado secuencia
CITE). El casete de expresion también puede incluir otros rasgos caracteristicos, tales como un origen de
replicacién, y/o elementos de integracion cromosomica, tales como repeticiones terminales largas (RTL) retroviricas,
o repeticiones terminales invertidas (RTI) viricas adenoasociadas (VAA).

Las regiones codificantes de polinucleétidos y acidos nucleicos descritas en el presente documento se pueden
asociar con regiones codificantes adicionales que codifican péptidos secretores o sefial, que dirigen la secrecion de
un polipéptido codificado por un polinucleétido. Por ejemplo, si se desea la secrecién de la inmunocitocina, se puede
disponer en direccién 5' el ADN que codifica una secuencia sefal del acido nucleico que codifica una inmunocitocina
o un fragmento del mismo. De acuerdo con la hipotesis de la sefal, las proteinas secretadas por células de
mamifero tienen una secuencia de péptido sefal o lider secretor que se escinde de la proteina madura una vez que
se ha iniciado la exportacion de la cadena de proteinas creciente a través del reticulo endoplasmico rugoso. Los
expertos en la técnica estan al tanto de que los polipéptidos secretados por células de vertebrado tienen, en general,
un péptido sefal fusionado al extremo N del polipéptido, que se escinde del polipéptido traducido para producir una
forma secretada o "madura" del polipéptido. En determinados aspectos de la divulgacion, se usa el péptido sefal
natural, por ejemplo, un péptido sefial de la cadena pesada o de la cadena ligera de inmunoglobulina, o un derivado
funcional de esa secuencia que retenga la capacidad de dirigir la secrecion del polipéptido que se asocia de forma
funcional con él. De forma alternativa, se puede usar un péptido sefial de mamifero heterélogo, o un derivado
funcional del mismo. Por ejemplo, la secuencia lider natural se puede sustituir con la secuencia lider del activador
del plasminogeno tisular (APT) humano o B-glucuronidasa de raton. Se muestran secuencias de aminoacidos y de
polinucleétido correspondientes ejemplares de péptidos sefial secretores en las SEQ ID NO: 115-123.

El ADN que codifica una secuencia de proteinas corta que se podria usar para facilitar la purificacién posterior (por
ejemplo, una marca de histidina) o ayudar a marcar la inmunocitocina se puede incluir dentro o en los extremos del
polinucleétido que codifica la inmunocitocina (fragmento).

En otro aspecto de la invencién, se proporciona una célula huésped que comprende uno o mas polinucledtidos
descritos en el presente documento. En determinados aspectos de la divulgacion, se proporciona una célula
huésped que comprende uno 0 mas vectores descritos en el presente documento. Los polinucleétidos y vectores
pueden incorporar cualquiera de los rasgos caracteristicos, individualmente o en combinacién, descritos en el
presente documento en relaciéon con los polinucleétidos y vectores, respectivamente. En uno de dichos aspectos de
la invencion, una célula huésped comprende (por ejemplo, se ha transformado o transfectado con) un vector que
comprende un polinucledtido que codifica (parte de) una inmunocitocina descrita en el presente documento. Como
se usa en el presente documento, el término "célula huésped" se refiere a cualquier clase de sistema celular que se
pueda genomanipular para generar las inmunocitocinas o fragmentos de las mismas. Las células huésped
adecuadas para replicarse y para soportar la expresion de inmunocitocinas son bien conocidas en la técnica. Dichas
células se pueden transfectar o transducir segun sea apropiado con el vector de expresion particular y se pueden
cultivar grandes cantidades de células que contienen vectores para su sembrado en fermentadores a gran escala
para obtener cantidades suficientes de las inmunocitocinas para aplicaciones clinicas. Las células huésped
adecuadas incluyen microorganismos procariotas, tales como E. coli, o diversas células eucariotas, tales como
células de ovario de hamster chino (CHO), células de insecto o similares. Por ejemplo, se pueden producir
polipéptidos en bacterias, en particular, cuando no se necesita glucosilacién. Después de su expresion, se puede
aislar el polipéptido de la pasta de células bacterianas en una fraccion soluble y se puede purificar adicionalmente.
Ademas de los procariotas, los microbios eucariotas, tales como los hongos filamentosos o levaduras, son
huéspedes de clonacién o expresion adecuados para vectores que codifican polipéptidos, incluyendo cepas de
hongos y levaduras con vias de glucosilacién que se han "humanizado", dando como resultado la produccion de un
polipéptido con un patrén de glucosilaciéon parcial o completamente humano. Véanse Gerngross, Nat Biotech 22,
1409-1414 (2004) y Li et al., Nat Biotech 24, 210-215 (2006). Las células huésped adecuadas para la expresiéon de
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polipéptidos (glucosilados) también se derivan de organismos multicelulares (invertebrados y vertebrados). Los
ejemplos de células de invertebrado incluyen células vegetales y de insecto. Se han identificado numerosas cepas
de baculovirus, que se pueden usar conjuntamente con células de insecto, en particular, para la transfeccion de
células de Spodoptera frugiperda. También se pueden utilizar cultivos de células vegetales como huéspedes.
Véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n.°s 5.959.177, 6.040.498, 6.420.548, 7.125.978 y 6.417.429 (que
describen la tecnologia PLANTIBODIES™ para producir anticuerpos en plantas transgénicas). También se pueden
usar células de vertebrado como huéspedes. Por ejemplo, pueden ser Utiles lineas de células de mamifero que se
adapten a su cultivo en suspension. Otros ejemplos de lineas de células huésped de mamifero utiles son la linea
CV1 de rifion de mono transformada por SV40 (COS-7); linea de rifion embrionario humano (células 293 o 293T,
como se describe, por ejemplo, en Graham et al., J Gen Virol 36, 59 (1977)), células de rifion de cria de hamster
(BHK), células de Sertoli de raton (células TM4 como se describe, por ejemplo, en Mather, Biol Reprod 23, 243-251
(1980)), células de rifidn de mono (CV1), células de rifién de mono verde africano (VERO-76), células de carcinoma
de cuello uterino humano (HELA), células de rifion canino (MDCK), células de higado de rata bufalo (BRL 3A),
células de pulmoén humano (W138), células de higado humano (Hep G2), células de tumor mamario de raton (MMT
060562), células TRI (como se describe, por ejemplo, en Mather et al., Annals N.Y. Acad Sci 383, 44-68 (1982)),
células MRC 5 y células FS4. Ofras lineas de células huésped de mamifero utiles incluyen células de ovario de
hamster chino (CHO), incluyendo células CHO-dhfr (Urlaub et al., Proc Natl Acad Sci USA 77, 4216 (1980)); y lineas
celulares de mieloma, tales como YO, NSO, P3X63 y Sp2/0. Para una revision de determinadas lineas de células
huésped de mamifero adecuadas para la produccion de proteinas, véase, por ejemplo, Yazaki y Wu, Methods in
Molecular Biology, vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ), pp. 255-268 (2003). Las células huésped
incluyen células cultivadas, por ejemplo, células cultivadas de mamifero, células de levadura, células de insecto,
células bacterianas y células vegetales, por nombrar solo algunas, pero también células comprendidas en un animal
transgénico, planta transgénica o tejido animal o vegetal cultivado. En un aspecto del invencion, la célula huésped es
una célula eucariota, preferentemente una célula de mamifero, tal como una célula de ovario de hamster chino
(CHO), una célula de rifidn embrionario humano (HEK) o una célula linfoide (por ejemplo, célula YO, NSO, Sp20).

Las tecnologias estandar son conocidas en la técnica por expresar genes exdgenos en estos sistemas. Las células
que expresan un polipéptido que comprende la cadena pesada o bien la ligera de un anticuerpo se pueden
genomanipular para que también expresen la otra de las cadenas de anticuerpo, de modo que el producto
expresado sea un anticuerpo que tenga tanto una cadena pesada como una ligera.

Se proporciona un procedimiento de produccién de una inmunocitocina descrita en el presente documento, en el que
el procedimiento comprende cultivar una célula huésped que comprende un polinucleétido que codifica la
inmunocitocina, como se proporciona en el presente documento, en condiciones adecuadas para la expresion de la
inmunocitocina, y recuperar la inmunocitocina de la célula huésped (o medio de cultivo de células huésped).

Los componentes de la inmunocitocina estan genéticamente fusionados entre si. Las inmunocitocinas se pueden
disefiar de modo que sus componentes se fusionen directamente entre si o indirectamente a través de una
secuencia de conector. La composicion y longitud del conector se pueden determinar de acuerdo con
procedimientos bien conocidos en la técnica y se puede someter a prueba para determinar su eficacia. Se
encuentran ejemplos de secuencias de conector entre el resto efector y el dominio Fc en las secuencias mostradas
en las SEQ ID NO: 69, 70, 71, 72, 73, 79, 82, 83 y 84. También se pueden incluir secuencias adicionales para
incorporar un sitio de escisiéon para separar los componentes individuales de la fusién si se desea, por ejemplo, una
secuencia de reconocimiento de endopeptidasas.

La inmunocitocina comprende al menos una region variable de anticuerpo que se puede unir a un determinante
antigénico. Las regiones variables pueden formar parte de y derivar de anticuerpos naturales o no naturales y
fragmentos de los mismos. Los procedimientos para producir anticuerpos policlonales y anticuerpos monoclonales
son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Harlow y Lane, "Antibodies, a laboratory manual”, Cold Spring
Harbor Laboratory, 1988). Se pueden construir anticuerpos no naturales usando sintesis de péptidos en fase sdlida,
se pueden producir de forma recombinante (por ejemplo, como se describe en la patente de EE. UU. n.° 4.186.567)
o se pueden obtener, por ejemplo, cribando colecciones combinatorias que comprendan cadenas pesadas variables
y cadenas ligeras variables (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 5.969.108 concedida a McCafferty). Los
restos de union a antigeno y procedimientos para producir los mismos también se describen en detalle en la
publicacion PCT WO 2011/020783.

Se puede usar cualquier especie animal de anticuerpo, fragmento de anticuerpo, dominio de unién a antigeno o
regién variable en las inmunocitocinas descritas en el presente documento. Los anticuerpos, fragmentos de
anticuerpo, dominios de unién a antigeno o regiones variables no limitantes utiles en la presente invencion pueden
ser de origen murino, de primate o humano. Si la inmunocitocina se pretende para su uso humano, se puede usar
una forma quimérica del anticuerpo en la que las regiones constantes del anticuerpo sean de un ser humano.
También se puede preparar una forma humanizada o completamente humana del anticuerpo de acuerdo con
procedimientos bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 5.565.332 concedida a
Winter). La humanizacion se puede lograr por diversos procedimientos incluyendo, pero sin limitarse a, (a) injertar
las CDR no humanas (por ejemplo, anticuerpo receptor) en regiones estructurales y constantes (por ejemplo,
anticuerpo receptor) humanas con o sin retencion de residuos estructurales criticos (por ejemplo, los que son
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importantes para retener buenas funciones de afinidad de unién a antigeno o de anticuerpo), (b) injertar solo las
regiones determinantes de la especificidad (SDR o a-CDR; los residuos criticos para la interaccion anticuerpo-
antigeno) no humanas en regiones estructurales y constantes humanas, o (c) trasplantar todos los dominios
variables no humanos, pero "enmascararlos" con una seccidon similar a humana por reemplazo de residuos
superficiales. Los anticuerpos humanizados y los procedimientos de preparacion de los mismos se revisan, por
ejemplo, en Almagro y Fransson, Front Biosci 13, 1619-1633 (2008), y se describen ademas, por ejemplo, en
Riechmann et al., Nature 332, 323-329 (1988); Queen et al., Proc Natl Acad Sci USA 86, 10029-10033 (1989); las
patentes de EE. UU. n.°s 5.821.337, 7.527.791, 6.982.321 y 7.087.409; Jones et al., Nature 321, 522-525 (1986);
Morrison et al., Proc Natl Acad Sci 81, 6851-6855 (1984); Morrison y Oi, Adv Immunol 44, 65-92 (1988); Verhoeyen
et al., Science 239, 1534-1536 (1988); Padlan, Molec Immun 31(3), 169-217 (1994); Kashmiri et al., Methods 36, 25-
34 (2005) (que describe el injerto de SDR (a-CDR)); Padlan, Mol Immunol 28, 489-498 (1991) (que describe el
"rebarnizado"); Dall’Acqua et al., Methods 36, 43-60 (2005) (que describe el "barajado de FR"); y Osbourn et al.,
Methods 36, 61-68 (2005) y Klimka et al., Br J Cancer 83, 252-260 (2000) (que describe el enfoque de "seleccion
guiada" para el barajado de FR). Se pueden producir anticuerpos humanos y regiones variables humanas usando
diversas técnicas conocidas en la técnica. Los anticuerpos humanos se describen, en general, en van Dijk y van de
Winkel, Curr Opin Pharmacol 5, 368-74 (2001) y Lonberg, Curr Opin Immunol 20, 450-459 (2008). Las regiones
variables humanas pueden formar parte de y derivar de anticuerpos monoclonales humanos preparados por €l
procedimiento de hibridoma (véase, por ejemplo, Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp.
51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987)). También se pueden preparar anticuerpos humanos y regiones
variables humanas administrando un inmundgeno a un animal transgénico que se haya modificado para producir
anticuerpos humanos intactos o anticuerpos intactos con regiones variables humanas en respuesta a una exposicion
antigénica (véase, por ejemplo, Lonberg, Nat Biotech 23, 1117-1125 (2005). También se pueden generar
anticuerpos humanos y regiones variables humanas aislando secuencias de la region variable de clones de Fv
seleccionadas de colecciones de presentacion en fagos derivadas de seres humanos (véase por ejemplo,
Hoogenboom et al. en Methods in Molecular Biology 178, 1-37 (O’Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ, 2001);
y McCafferty et al., Nature 348, 552-554; Clackson et al., Nature 352, 624-628 (1991)). Los fagos tipicamente
presentan fragmentos de anticuerpo, como fragmentos Fv monocatenarios (scFv) o bien como fragmentos Fab. Se
puede encontrar una descripcion detallada de la preparacion de restos de unién a antigeno para inmunoconjugados
por presentacion en fagos en los ejemplos adjuntos a la publicacion PCT WO 2011/020783.

En determinados aspectos de la divulgacion, se genomanipulan los anticuerpos para que tengan una afinidad de
unién potenciada de acuerdo, por ejemplo, con los procedimientos divulgados en la publicacion PCT
WO 2011/020783 (véanse los ejemplos relacionados con la maduracion de la afinidad) o la pub. de sol. de pat. de
EE. UU. n.° 2004/0132066. La capacidad de la inmunocitocina de unirse a un determinante antigénico especifico se
puede medir a través de un ensayo de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA) o bien otras técnicas conocidas para un
experto en la técnica, por ejemplo, la técnica de resonancia de plasmén superficial (analizada en un sistema
BIACORE T100)) (Liljeblad, et al., Glyco J 17, 323-329 (2000)), y ensayos de union tradicionales (Heeley, Endocr
Res 28, 217-229 (2002)). Se pueden usar ensayos de competencia para identificar un anticuerpo, fragmento de
anticuerpo, dominio de union a antigeno o dominio variable que compita con un anticuerpo de referencia por su
unién a un antigeno particular, por ejemplo, un anticuerpo que compita con el anticuerpo CH1A1A 98/99 2F1 por su
unién a CEA. En determinados aspectos de la divulgacion, dicho anticuerpo competidor se une al mismo epitopo
(por ejemplo, un epitopo lineal o uno conformacional) que estd unido por el anticuerpo de referencia. Se
proporcionan procedimientos ejemplares detallados para cartografiar un epitopo al que se une un anticuerpo en
Morris (1996) "Epitope Mapping Protocols", en Methods in Molecular Biology vol. 66 (Humana Press, Totowa, NJ).
En un ensayo de competencia ejemplar, se incuba el antigeno inmovilizado (por ejemplo, CEA) en una solucion que
comprende un primer anticuerpo marcado que se une al antigeno (por ejemplo, el anticuerpo CH1A1A 98/99 2F1) y
un segundo anticuerpo no marcado que se esté sometiendo a prueba para determinar su capacidad de competir con
el primer anticuerpo por su unién al antigeno. El segundo anticuerpo puede estar presente en un sobrenadante de
hibridoma. Como control, se incuba el antigeno inmovilizado en una solucién que comprende el primer anticuerpo
marcado, pero no el segundo anticuerpo no marcado. Después de la incubacién en condiciones que permitan la
unién del primer anticuerpo al antigeno, se retira el anticuerpo en exceso no unido, y se mide la cantidad de
marcador asociado con el antigeno inmovilizado. Si la cantidad de marcador asociado con el antigeno inmovilizado
se reduce sustancialmente en la muestra de prueba en relacién con la muestra de control, entonces, eso indica que
el segundo anticuerpo esta compitiendo con el primer anticuerpo por su unién al antigeno. Véase Harlow y Lane
(1988) Antibodies: A Laboratory Manual, capitulo 14 (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).

Las inmunocitocinas preparadas como se describe en el presente documento se pueden purificar por técnicas
conocidas en la técnica, tales como cromatografia de liquidos de alto rendimiento, cromatografia de intercambio
iénico, electroforesis en gel, cromatografia de afinidad, cromatografia de exclusién por tamafo y similares. Las
condiciones reales usadas para purificar una proteina particular dependeran, en parte, de factores tales como carga
neta, hidrofobia, hidrofilia, etc., y seran evidentes para los expertos en la técnica. Para la purificacion por
cromatografia de afinidad se puede usar un anticuerpo, ligando, receptor o antigeno al que se une la inmunocitocina.
Por ejemplo, para la purificacion por cromatografia de afinidad de inmunocitocinas, se puede usar una matriz con
proteina A o proteina G. Se pueden usar cromatografia de afinidad con proteina A o G secuencial y cromatografia
de exclusiéon por tamafio para aislar una inmunocitocina esencialmente como se describe en los ejemplos del
documento WO 2012/146628. La pureza de la inmunocitocina se puede determinar por cualquiera de una variedad
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de procedimientos analiticos bien conocidos que incluyen electroforesis en gel, cromatografia de liquidos de alta
presién y similares. Por ejemplo, las inmunocitocinas pueden demostrar que estan intactas y apropiadamente
ensambladas, como se demuestra por SDS-PAGE reductora.

Las inmunocitocinas de variante de IL-2 dirigida a tumor descritas en el presente documento, tales como las
inmunocitocinas de variante de IL-2 dirigida a CEA y las inmunocitocinas de variante de IL-2 dirigida a FAP, se
pueden preparar como se describe en los ejemplos de los documentos WO 2012/146628 y WO 2012/107417.

Los anticuerpos descritos en el presente documento se producen preferentemente por medios recombinantes.
Dichos procedimientos son ampliamente conocidos en el estado de la técnica y comprenden la expresion de
proteinas en células procariotas y eucariotas con aislamiento posterior del polipéptido de anticuerpo y normalmente
la purificacion a una pureza farmacéuticamente aceptable. Para la expresiéon de proteinas, los acidos nucleicos que
codifican cadenas ligeras y pesadas o fragmentos de los mismos se insertan en vectores de expresion por
procedimientos estandar. La expresiéon se realiza en células huésped procariotas o eucariotas apropiadas, tales
como células CHO, células NSO, células SP2/0, células HEK293, células COS, levaduras o células de E. coli, y el
anticuerpo se recupera de las células (del sobrenadante o después de la lisis de las células).

La produccién recombinante de anticuerpos es bien conocida en el estado de la técnica y se describe, por ejemplo,
en los articulos de revision de Makrides, S.C., Protein Expr. Purif. 17 (1999) 183-202; Geisse, S., et al. Protein Expr.
Purif. 8 (1996) 271-282; Kaufman, R.J., Mol. Biotechnol. 16 (2000) 151-161; Werner, R.G., Drug Res. 48 (1998) 870-
880.

Los anticuerpos pueden estar presentes en células completas, en un lisado celular o en una forma parcialmente
purificada o sustancialmente pura. La purificacién se realiza para eliminar otros componentes celulares u otros
contaminantes, por ejemplo, otros &cidos nucleicos o proteinas celulares, por técnicas estandar, incluyendo
tratamiento alcalino/con SDS, bandeo de CsCl, cromatografia en columna, electroforesis en gel de agarosa y otras
bien conocidas en la técnica. Véase Ausubel, F., et al., ed. Current Protocols in Molecular Biology, Greene
Publishing and Wiley Interscience, Nueva York (1987).

La expresion en células NSO se describe, por ejemplo, por Barnes, L.M., et al., Cytotechnology 32 (2000) 109-123;
Barnes, L.M., et al., Biotech. Bioeng. 73 (2001) 261-270. La expresién transitoria se describe, por ejemplo, por
Durocher, Y., et al., Nucl. Acids. Res. 30 (2002) E9. La clonaciéon de dominios variables se describe por Orlandi, R.,
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (1989) 3833-3837; Carter, P., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992) 4285-
4289; Norderhaug, L., et al., J. Immunol. Methods 204 (1997) 77-87. Un sistema de expresion transitoria preferente
(HEK 293) se describe por Schlaeger, E.-J. y Christensen, K., en Cytotechnology 30 (1999) 71-83, y por Schlaeger,
E.-J., en J. Immunol. Methods 194 (1996) 191-199.

Los dominios variables de la cadena pesada y ligera de acuerdo con la invencién se combinan con secuencias de
promotor, iniciacion de la traduccion, region constante, region no traducida en 3', poliadenilacion y terminacion de la
transcripcion para formar construcciones de vectores de expresion. Las construcciones de expresién de la cadena
pesada y ligera se pueden combinar en un vector individual, cotransfectar, transfectar en serie o transfectar por
separado en células huésped que, a continuacién, se fusionan para formar una célula huésped individual que
exprese ambas cadenas.

Las secuencias de control que son adecuadas para las procariotas, por ejemplo, incluyen un promotor,
opcionalmente una secuencia de operador y un sitio de unién a ribosoma. Es conocido que las células eucariotas
utilizan promotores, potenciadores y sefiales de poliadenilacion.

El acido nucleico esta "enlazado de forma funcional" cuando se dispone en una relacién funcional con otra secuencia
de acido nucleico. Por ejemplo, el ADN para una presecuencia o lider secretor esta enlazado de forma funcional al
ADN para un polipéptido si se expresa como una preproteina que participa en la secrecion del polipéptido; un
promotor o potenciador esta enlazado de forma funcional a una secuencia codificante si afecta a la transcripcion de
la secuencia; o un sitio de unioén a ribosoma esta enlazado de forma funcional a una secuencia codificante si se situa
para que facilite la traduccion. En general, "enlazado de forma funcional" significa que las secuencias de ADN que
estan enlazadas son contiguas y, en el caso de un lider secretor, contiguas y en marco de lectura. Sin embargo, los
potenciadores no tienen que ser contiguos. El enlace se consigue por fijacion en sitios de restriccion convenientes.
Si no existen dichos sitios, se usan los adaptadores o conectores de oligonucleétidos sintéticos de acuerdo con la
practica convencional.

Los anticuerpos monoclonales se separan adecuadamente del medio de cultivo por procedimientos de purificacion
de inmunoglobulinas convencionales, tales como, por ejemplo, proteina A-sefarosa, cromatografia con
hidroxilapatita, electroforesis en gel, dialisis 0 cromatografia de afinidad. El ADN y ARN que codifican los anticuerpos
monoclonales se aislan y secuencian facilmente usando procedimientos convencionales. Las células de hibridoma
pueden servir como fuente de dichos ADN y ARN. Una vez aislado, el ADN se puede insertar en vectores de
expresion, que, a continuacién, se transfectan en células huésped tales como células HEK 293, células CHO o
células de mieloma que de otro modo no producen proteina inmunoglobulina, para obtener la sintesis de anticuerpos
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monoclonales recombinantes en las células huésped.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "célula", "linea celular" y "cultivo celular" se usan de
manera intercambiable y todas dichas designaciones incluyen la descendencia. Por tanto, las palabras
"transformantes” y "células transformadas" incluyen la célula objeto primaria y los cultivos derivados de la misma, sin
tener en cuenta el nimero de transferencias. También se entiende que toda la descendencia puede no ser
precisamente idéntica en el contenido de ADN, debido a mutaciones deliberadas o accidentales. Se incluye la
descendencia variante que tiene la misma funcion o actividad bioldgica que la cribada en la célula transformada
originalmente.

Composiciones y procedimientos terapéuticos

Un aspecto de la divulgacion se refiere a un procedimiento para el tratamiento de un paciente que necesita
tratamiento, caracterizado por administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de la politerapia de una
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano de acuerdo con
la invencion.

La invencién comprende el uso de una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor con un anticuerpo que se
une a PD-L1 humano de acuerdo con la invencién para la politerapia descrita.

Un aspecto preferente de la invencién es la politerapia de una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor
con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano de la presente invencion para su uso en el tratamiento del cancer o
tumor.

Por tanto, un aspecto de la invencidon es una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor descrita en el
presente documento para su uso en el tratamiento del cancer o tumor en combinaciéon con un anticuerpo anti-PD-L1
como se describe en el presente documento.

Otro aspecto de la invenciéon es un anticuerpo anti-PD-L1 descrito en el presente documento para su uso en el
tratamiento del cancer o tumor en combinacion con una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se
describe en el presente documento.

La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor puede ser una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a
CEA o una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP de acuerdo con la invencion como se describe en el
presente documento.

El cancer o tumor puede presentar un antigeno en una célula tumoral o en un entorno de células tumorales. La diana
de la politerapia se puede presentar en células tumorales o en el entorno de células tumorales. El cancer o tumor
puede expresar o sobreexpresar CEA o FAP. El tratamiento puede ser de un tumor sélido. El tumor sélido puede
expresar o sobreexpresar CEA o FAP. El tratamiento puede ser de un carcinoma. El carcinoma puede expresar o
sobreexpresar CEA o FAP. El cancer se puede seleccionar del grupo que consiste en cancer colorrectal, cancer de
cabeza y cuello, cancer de pulmdén no microcitico, cancer de mama, céncer pancreatico, cancer de higado y cancer
gastrico. El cancer se puede seleccionar del grupo que consiste en cancer de pulmén, cancer de colon, cancer
gastrico, cancer de mama, cancer de cabeza y cuello, cancer de piel, cancer de higado, cancer de rifién, cancer de
préstata, cancer pancreatico, cancer de cerebro y cancer de musculo esquelético.

El término "cancer" como se usa en el presente documento puede ser, por ejemplo, cancer de pulmoén, cancer de
pulmén no microcitico (CPNM), cancer de pulmén de tipo bronquioloalveolar, cancer de huesos, cancer pancreatico,
cancer de piel, cancer de cabeza o cuello, melanoma cutaneo o intraocular, cancer uterino, cancer ovarico, cancer
rectal, cancer de la regiéon anal, cancer de estdbmago, céncer gastrico, cancer de colon, cdncer de mama, cancer
uterino, carcinoma de las trompas de Falopio, carcinoma de endometrio, carcinoma de cuello uterino, carcinoma de
vagina, carcinoma de vulva, enfermedad de Hodgkin, cancer de esé6fago, cancer del intestino delgado, cancer del
sistema endocrino, cancer de la glandula tiroidea, cancer de la glandula paratiroidea, cancer de la glandula
suprarrenal, sarcoma de partes blandas, cancer de uretra, cancer de pene, cancer de prostata, cancer de vejiga,
cancer de rifidbn o uréter, carcinoma de células renales, carcinoma de la pelvis renal, mesotelioma, cancer
hepatocelular, cancer biliar, neoplasias del sistema nervioso central (SNC), tumores de la médula espinal, glioma del
tronco encefalico, glioblastoma multiforme, astrocitomas, schwanomas, ependimonas, meduloblastomas,
meningiomas, carcinomas de células escamosas, adenoma hipofisario, linfoma, leucemia linfocitica, incluyendo las
versiones resistentes al tratamiento de cualquiera de los canceres anteriores 0 una combinacién de uno o mas de
los canceres anteriores. En un aspecto preferente de la invencién, dicho cancer es un cancer de mama, cancer
colorrectal, melanoma, cancer de cabeza y cuello, cancer de pulmén o cancer de prostata. En un aspecto preferente
de la invencion, dicho cancer es un cancer de mama, cancer ovarico, cancer cervical, cancer de pulmén o cancer de
préstata. En otro aspecto preferente de la invencion, dicho cancer es cancer de mama, cancer de pulmon, cancer de
colon, cancer ovarico, cancer de melanoma, cancer de vejiga, cancer renal, cancer de rifién, cancer de higado,
cancer de cabeza y cuello, cancer colorrectal, cdncer pancreatico, cancer de carcinoma gastrico, cancer esofagico,
mesotelioma, cancer de prostata, leucemia, linfoma, mielomas. En un aspecto preferente de la invencion, dichos
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canceres se caracterizan ademas por la expresion o sobreexpresion de CEA o FAP.

Un aspecto de la invenciéon es una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe en el
presente documento en combinacién con un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el presente documento para
su uso en el tratamiento de cualquiera de los canceres o tumores descritos anteriormente.

Otro aspecto de la invencion es un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el presente documento en
combinacién con una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe en el presente
documento para su uso en el tratamiento de cualquiera de los canceres o tumores descritos anteriormente.

La invencion comprende la politerapia con una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe
en el presente documento con un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el presente documento para el
tratamiento del cancer.

La invencion comprende la politerapia con una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe
en el presente documento con un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el presente documento para la
prevencion o tratamiento de metastasis.

La invencion comprende la politerapia de una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe
en el presente documento con un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el presente documento para el
tratamiento de enfermedades inflamatorias.

La invencion comprende la politerapia de una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe
en el presente documento con un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el presente documento para su uso en
el tratamiento o retraso de la progresion de una enfermedad relacionada con el sistema inmunitario, tal como
inmunidad tumoral.

La invencion comprende la politerapia de una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe
en el presente documento con un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el presente documento para su uso en
la estimulacion de una respuesta o funcion inmunitaria, tal como la actividad de los linfocitos T.

Un aspecto de la divulgacion se refiere a un procedimiento para el tratamiento del cancer en un paciente que lo
necesita, caracterizado por administrar al paciente una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se
describe en el presente documento y un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el presente documento.

Un aspecto de la divulgacion se refiere a un procedimiento para la prevencion o tratamiento de metastasis en un
paciente que lo necesita, caracterizado por administrar al paciente una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a
tumor como se describe en el presente documento y un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el presente
documento.

Un aspecto de la divulgacion se refiere a un procedimiento para el tratamiento de enfermedades inflamatorias en un
paciente que lo necesita, caracterizado por administrar al paciente una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a
tumor como se describe en el presente documento y un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el presente
documento.

Un aspecto de la divulgacion se refiere a un procedimiento para tratar o retrasar la progresion de una enfermedad
relacionada con el sistema inmunitario, tal como inmunidad tumoral, en un paciente que lo necesita, caracterizado
por administrar al paciente una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe en el presente
documento y un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el presente documento

Un aspecto de la divulgacion se refiere a un procedimiento para estimular una respuesta o funciéon inmunitaria, tal
como la actividad de los linfocitos T, en un paciente que lo necesita, caracterizado por administrar al paciente una
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe en el presente documento y un anticuerpo anti-
PD-L1 como se describe en el presente documento.

Un aspecto de la divulgacion se refiere a una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe
en el presente documento para su uso en el tratamiento del cancer en combinaciéon con un anticuerpo anti-PD-L1
como se describe en el presente documento, o, de forma alternativa, para la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento del cancer en combinacion con un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el presente documento.

La invencidon comprende una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe en el presente
documento para su uso en la prevencion o tratamiento de metastasis en combinacién con un anticuerpo anti-PD-L1
como se describe en el presente documento, o, de forma alternativa, para la fabricacién de un medicamento para la
prevencion o tratamiento de metastasis en combinaciéon con un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el
presente documento.
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La invencion comprende una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe en el presente
documento para su uso en el tratamiento de enfermedades inflamatorias en combinacién con un anticuerpo anti-PD-
L1 como se describe en el presente documento, o, de forma alternativa, para la fabricacion de un medicamento para
el tratamiento de enfermedades inflamatorias en combinacion con un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el
presente documento.

La invencion comprende una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe en el presente
documento para su uso en el tratamiento o retraso de la progresion de una enfermedad relacionada con el sistema
inmunitario, tal como inmunidad tumoral, en combinaciéon con un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el
presente documento, o, de forma alternativa, para la fabricacion de un medicamento para su uso en el tratamiento o
retraso de la progresion de una enfermedad relacionada con el sistema inmunitario, tal como inmunidad tumoral, en
combinacion con un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el presente documento.

La invencidon comprende una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe en el presente
documento para su uso en la estimulacion de una respuesta o funcion inmunitaria, tal como la actividad de los
linfocitos T, en combinacién con un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el presente documento, o, de forma
alternativa, para la fabricacién de un medicamento para su uso en la estimulacién de una respuesta o funcion
inmunitaria, tal como la actividad de los linfocitos T, en combinacién con un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe
en el presente documento.

La invencidon comprende un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el presente documento para su uso en el
tratamiento del cancer en combinaciéon con una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe
en el presente documento, o, de forma alternativa, para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento del
cancer en combinacioén con una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe en el presente
documento.

La invencién comprende un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el presente documento para su uso en la
prevencion o tratamiento de metastasis en combinacion con una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor
como se describe en el presente documento, o, de forma alternativa, para la fabricacién de un medicamento para la
prevencion o tratamiento de metastasis en combinacion con una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor
como se describe en el presente documento.

La invencién comprende un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el presente documento para su uso en el
tratamiento de enfermedades inflamatorias en combinacién con una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a
tumor como se describe en el presente documento, o, de forma alternativa, para la fabricacién de un medicamento
para el tratamiento de enfermedades inflamatorias en combinacién con una inmunocitocina de variante de IL-2
dirigida a tumor como se describe en el presente documento.

La invencidon comprende un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el presente documento para su uso en el
tratamiento o retraso de la progresiéon de una enfermedad relacionada con el sistema inmunitario, tal como
inmunidad tumoral, en combinacion con una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe en
el presente documento, o, de forma alternativa, para la fabricacién de un medicamento para su uso en el tratamiento
o retraso de la progresién de una enfermedad relacionada con el sistema inmunitario, tal como inmunidad tumoral,
en combinacién con una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe en el presente
documento.

La invencidon comprende un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el presente documento para su uso en la
estimulacion de una respuesta o funcién inmunitaria, tal como la actividad de los linfocitos T, en combinacién con
una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe en el presente documento, o, de forma
alternativa, para la fabricacién de un medicamento para su uso en la estimulacién de una respuesta o funcion
inmunitaria, tal como la actividad de los linfocitos T, en combinacién con una inmunocitocina de variante de IL-2
dirigida a tumor como se describe en el presente documento.

En un aspecto preferente de la invencion, la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor usada en los
tratamientos de combinacion descritos anteriormente y usos médicos de diferentes enfermedades es una
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA caracterizada por comprender

las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:84, SEQ ID NO:86 y SEQ ID NO:88, y

el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en dichos tratamientos de combinacién se caracteriza por
comprender

un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de SEQ
ID NO:92.

En un aspecto preferente de la invencién, la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor usada en los
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tratamientos de combinacion descritos anteriormente y usos médicos de diferentes enfermedades es una
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP caracterizada por comprender

las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:79, SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81, y

el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en dichos tratamientos de combinacion se caracteriza por
comprender

un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de SEQ
ID NO:92.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicion, por ejemplo, una composicion farmacéutica,
que contiene una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe en el presente documento y
un anticuerpo que se une a PD-L1 humano, o la porciéon de uniéon a antigeno del mismo, como se describe en el
presente documento formulada conjuntamente con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Como se usa en el presente documento, "vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye todos y cada uno de los
disolventes, medios de dispersién, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y de
retraso de la absorcién/reabsorcion, y similares, que sean fisiolégicamente compatibles. Preferentemente, el
vehiculo es adecuado para su inyeccion o infusion.

Una composicion de la presente invencion se puede administrar por una variedad de procedimientos conocidos en la
técnica. Como se apreciara por el experto en la técnica, la via y/o modo de administracion variaran dependiendo de
los resultados deseados.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos estériles
para la preparacion de soluciones o dispersiones inyectables estériles. El uso de dichos medios y agentes para
sustancias farmacéuticamente activas es conocido en la técnica. Ademas de agua, el vehiculo puede ser, por
ejemplo, una solucion salina tamponada isotonica.

Independientemente de la via de administracion seleccionada, los compuestos de la presente invencion, que se
pueden usar en una forma hidratada adecuada, y/o las composiciones farmacéuticas de la presente invencion, se
formulan en formas farmacéuticas farmacéuticamente aceptables por procedimientos convencionales conocidos por
los expertos en la técnica.

Se pueden variar los niveles de dosificacion reales de los ingredientes activos en las composiciones farmacéuticas
de la presente invencién para obtener una cantidad del ingrediente activo que sea eficaz para lograr la respuesta
terapéutica deseada para un paciente, composicion y modo de administraciéon particulares, sin ser toxicos para el
paciente (cantidad eficaz). El nivel de dosificacion seleccionado dependera de una variedad de factores
farmacocinéticos, incluyendo la actividad de las composiciones particulares de la presente invencion empleadas, o el
éster, sal o amida de las mismas, la via de administracion, el momento de administracion, la tasa de excrecion del
compuesto particular que se emplea, otros farmacos, compuestos y/o materiales usados en combinacién con las
composiciones particulares empleadas, la edad, sexo, peso, condiciéon, salud general y antecedentes médicos
anteriores del paciente que se esta tratando, y factores similares bien conocidos en las técnicas médicas.

En un aspecto, la invencion proporciona un kit pretendido para el tratamiento de una enfermedad, que comprende en
el mismo recipiente o en recipientes separados (a) una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se
describe en el presente documento, y (b) un anticuerpo que se une a PD-L1 humano como se describe en el
presente documento, y opcionalmente que comprende ademas (c) un prospecto del envase que comprende
instrucciones impresas que dirigen el uso del tratamiento combinado como un procedimiento para tratar la
enfermedad. Ademas, el kit puede comprender (a) un primer recipiente con una composicién contenida en el mismo,
en el que la composicion comprende un anticuerpo que se une a PD-L1 humano como se describe en el presente
documento; (b) un segundo recipiente con una composicidon contenida en el mismo, en el que la composicion
comprende una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe en el presente documento; y
opcionalmente (c) un tercer recipiente con una composicion contenida en el mismo, en el que la composicion
comprende otro agente citotdxico o de otro modo terapéutico. El kit en este aspecto de la invenciéon puede
comprender ademas un prospecto del envase que indica que las composiciones se pueden usar para tratar una
afeccion particular. De forma alternativa, o adicionalmente, el kit puede comprender ademas un tercer (o cuarto)
recipiente que comprenda un tampén farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para inyectables
(BWFI), solucién salina tamponada con fosfato, soluciéon de Ringer y solucion de dextrosa. Puede incluir ademas
otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes,
filtros, agujas y jeringuillas.

En un aspecto, la invencion proporciona un kit pretendido para el tratamiento de una enfermedad, que comprende

(a) un recipiente que comprende una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe en el
presente documento, y (b) un prospecto del envase que comprende instrucciones que dirigen el uso de la
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inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en una politerapia con un anticuerpo anti-PD-L1 como se
describe en el presente documento como un procedimiento para tratar la enfermedad.

En otro aspecto, la invencion proporciona un kit pretendido para el tratamiento de una enfermedad, que comprende
(a) un recipiente que comprende un anticuerpo anti-PD-L1 como se describe en el presente documento, y (b) un
prospecto del envase que comprende instrucciones que dirigen el uso del anticuerpo anti-PD-L1 en una politerapia
con una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe en el presente documento como un
procedimiento para tratar la enfermedad.

En otro aspecto, la invencién proporciona un medicamento pretendido para el tratamiento de una enfermedad, que
comprende una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe en el presente documento, en
la que dicho medicamento es para su uso en una politerapia con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano como
se describe en el presente documento y opcionalmente comprende un prospecto del envase que comprende
instrucciones impresas que dirigen el uso del tratamiento combinado como un procedimiento para tratar la
enfermedad.

Todavia en otro aspecto, la invencién proporciona un medicamento pretendido para el tratamiento de una
enfermedad, que comprende un anticuerpo que se une a PD-L1 humano como se describe en el presente
documento, en la que dicho medicamento es para su uso en una politerapia con una inmunocitocina de variante de
IL-2 dirigida a tumor como se describe en el presente documento y opcionalmente comprende un prospecto del
envase que comprende instrucciones impresas que dirigen el uso del tratamiento combinado como un procedimiento
para tratar la enfermedad.

La expresiéon "un procedimiento de tratamiento", o su equivalente, cuando se aplica, por ejemplo, al cancer, se
refiere a un procedimiento o modo de accién que esta disefiado para reducir o eliminar el nimero de células
cancerosas en un paciente o para aliviar los sintomas de un cancer. "Un procedimiento de tratamiento" del cancer u
otro trastorno proliferativo no significa necesariamente que las células cancerosas u otro trastorno, de hecho, se
eliminaran, que el numero de células o trastorno, de hecho, se reduciran o que los sintomas de un cancer u otro
trastorno, de hecho, se aliviaran. A menudo, un procedimiento de tratamiento del cancer se realizara incluso con una
baja probabilidad de éxito, pero, dados los antecedentes médicos y la expectativa de supervivencia estimada de un
paciente, se considera, no obstante, que induce un modo de accion beneficioso global.

Las expresiones "administrada en combinacidon con" o "coadministracion", "coadministrar", "politerapia" o
"tratamiento de combinacion” se refieren a la administracion de la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor
como se describe en el presente documento y el anticuerpo que se une a PD-L1 humano como se describe en el
presente documento, por ejemplo, como formulaciones/aplicaciones separadas (o como una formulacién/aplicacion
individual). La coadministracion puede ser simultanea o secuencial en cualquier orden, en la que preferentemente
existe un periodo de tiempo durante el que ambos (o todos los) agentes activos ejercen simultaneamente sus
actividades bioldgicas. Dichos agentes activos se coadministran simultanea o bien secuencialmente (por ejemplo,
por via intravenosa (i.v.) a través de una infusion continua. Cuando ambos agentes terapéuticos se coadministran
secuencialmente, la dosis se administra el mismo dia en dos administraciones separadas o bien uno de los agentes
se administra el dia 1 y el segundo se coadministra del dia 2 al dia 7, preferentemente del dia 2 al 4. Por tanto, en
un aspecto de la invencion, el término "secuencialmente" significa dentro de los 7 dias después de la dosis del
primer componente, preferentemente dentro de los 4 dias después de la dosis del primer componente; y el término
"simultaneamente" significa al mismo tiempo. El término "coadministracién" con respecto a las dosis de
mantenimiento de la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor y/o anticuerpo anti-PD-L1 significa que las
dosis de mantenimiento se pueden coadministrar simultaneamente, si el ciclo de tratamiento es apropiado para
ambos farmacos, por ejemplo, cada semana. O bien que las dosis de mantenimiento se coadministran
secuencialmente, por ejemplo, se administran las dosis de inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor y
anticuerpo anti-PD-L1 en semanas alternas.

Es evidente que los anticuerpos se administran al paciente en una "cantidad terapéuticamente eficaz" (o
simplemente "cantidad eficaz") que es la cantidad del respectivo compuesto o combinaciéon que provocara la
respuesta biolégica o médica de un tejido, sistema, animal o ser humano que se busca por el investigador,
veterinario, médico u otro facultativo.

La cantidad de coadministraciéon y el momento de la coadministracion dependeran del tipo (especie, sexo, edad,
peso, etc.) y condicidon del paciente que se esta tratando y la gravedad de la enfermedad o afeccion que se esta
tratando. Dicha inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor y/o anticuerpo anti-PD-L1 se coadministran
adecuadamente al paciente de una vez o durante una serie de tratamientos, por ejemplo, el mismo dia o el dia
siguiente o a intervalos semanales.

Por ejemplo, la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor y/o anticuerpo anti-PD-L1 se pueden
coadministrar simultdneamente en la semana 1 con dosis de mantenimiento de inmunocitocina de variante de IL-2
dirigida a tumor y anticuerpo anti-PD-L1 alternando una semana si otra no, por ejemplo, comenzando con la
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor, por ejemplo, durante 3 semanas. Por ejemplo, la inmunocitocina
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de variante de IL-2 dirigida a tumor y/o anticuerpo anti-PD-L1 se pueden coadministrar simultaneamente en la
semana 1 con dosis de mantenimiento de inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor y anticuerpo anti-PD-
L1 coadministrados simultaneamente, por ejemplo, cada semana, por ejemplo, durante un tiempo de tratamiento
total, por ejemplo, de 2 semanas. Por ejemplo, la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor y/o anticuerpo
anti-PD-L1 se pueden coadministrar simultdneamente en la semana 1 con dosis de mantenimiento de
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor y anticuerpo anti-PD-L1 coadministrados simultdneamente, por
ejemplo, cada semana, por ejemplo, durante un tiempo de tratamiento total, por ejemplo, de 5 semanas (lo que
también se puede describir como una pauta de tratamiento de la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor
y el anticuerpo anti-PD-L1 coadministrados simultaneamente una vez por semana durante 5 semanas). En un
aspecto de la invencién, la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor se administra una vez cada dos
semanas, una vez cada tres semanas o una vez cada cuatro semanas. En un aspecto de la invencion, el anticuerpo
anti-PD-L1 se administra una vez cada dos semanas o una vez cada tres semanas. En un aspecto de la invencion,
las primeras administraciones de la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor y el anticuerpo anti-PD-L1 se
realizan secuencialmente el primer dia de un ciclo de tratamiento.

Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, de aproximadamente 0,1 mg/kg a 50 mg/kg (por ejemplo, 0,1-
20 mg/kg) de dicha inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor y/o anticuerpo anti-PD-L1 es una dosificacién
candidata inicial para la coadministracion de ambos farmacos al paciente. Ademas, la dosificacion de dicha
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor y/o anticuerpo anti-PD-L1 puede ser una dosis fijada fija
independientemente del peso del paciente. Por ejemplo, se puede seleccionar una dosis maxima de 1 mg/kg o
40 mg fija; una dosis de partida de 10 mg fija, una vez por semana o una semana si otra no o 0,05-0,5 mg/kg una
vez por semana 0 una semana si otra no para la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor. En un aspecto
de la invencion, se administra una dosis fijada fija de 5 a 50 mg, por ejemplo, 5 mg, 6 mg, 10 mg, 15 mg, 20 mg,
25 mg, 30 mg, 35 mg, 40 mg, 45 mg o 50 mg de inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor cada dos
semanas, cada tres semanas o cada cuatro semanas. Por ejemplo, una dosis maxima de 20 mg/kg cada tres
semanas; si se reduce a 10 mg/kg se puede seleccionar para el anticuerpo anti-PD-L1. En un aspecto de la
invencion, se administra una dosis fijada fija de 800 mg de anticuerpo anti-PD-L1 cada dos semanas. En otro
aspecto de la invencién, se administra una dosis fijada fija de 1200 mg de anticuerpo anti-PD-L1 cada tres semanas.
La invencion comprende el uso de la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor y el anticuerpo anti-PD-L1
de acuerdo con la invencion para el tratamiento de un paciente que padece cancer, por ejemplo, cancer colorrectal,
de higado o pancreatico.

Ademas de la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en combinacién con el anticuerpo anti-PD-L1
también se puede administrar un agente quimioterapico.

En un aspecto de la invencién, dichos agentes quimioterapicos adicionales, que se pueden administrar con
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor como se describe en el presente documento y el anticuerpo anti-
PD-L1 como se describe en el presente documento, incluyen, pero no se limitan a, agentes antineoplasicos que
incluyen agentes alquilantes que incluyen: mostazas nitrogenadas, tales como mecloretamina, ciclofosfamida,
ifosfamida, melfalan y clorambucilo; nitrosoureas, tales como carmustina (BCNU), lomustina (CCNU) y semustina
(metil-CCNU); Temodal (TM) (temozolamida), etileniminas/metilmelamina, tales como trietlenmelamina (TEM),
trietileno, tiofosforamida (tiotepa), hexametiimelamina (HMM, altretamina); sulfonatos de alquilo, tales como
busulfano; triazinas, tales como dacarbacina (DTIC); antimetabolitos, que incluyen analogos de acido félico, tales
como metotrexato y trimetrexato, analogos de pirimidina, tales como 5-fluorouracilo (5FU), fluorodesoxiuridina,
gemcitabina, arabinoésido de citosina (AraC, citarabina), 5-azacitidina, 2,2'-difluorodesoxicitidina, analogos de purina,
tales como 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, azatioprina, T-desoxicoformicina (pentostatina), eritrohidroxinoniladenina
(EHNA), fosfato de fludarabina y 2-clorodesoxiadenosina (cladribina, 2-CdA); productos naturales que incluyen
farmacos antimitoticos, tales como paclitaxel, alcaloides de la vinca, incluyendo vinblastina (VLB), vincristina y
vinorelbina, taxotere, estramustina y fosfato de estramustina; pipodofilotoxinas, tales como etopdsido y tenipdsido;
antibidticos, tales como actinomicina D, daunomicina (rubidomicina), doxorrubicina, mitoxantrona, idarrubicina,
bleomicinas, plicamicina (mitramicina), mitomicina C y actinomicina; enzimas, tales como L-asparaginasa;
modificadores de respuestas bioldgicas, tales como interferén alfa, IL-2, G-CSF y GM-CSF; agentes diversos que
incluyen complejos de coordinaciéon de platino, tales como oxaliplatino, cisplatino y carboplatino, antracenodionas,
tales como mitoxantrona, urea sustituida, tal como hidroxiurea, derivados de metilhidracina que incluyen
N-metilhidracina (MIH) y procarbacina, depresores corticosuprarrenales, tales como mitotano (o, p-DDD) y
aminoglutetimida; hormonas y antagonistas que incluyen antagonistas de adrenocorticoesteroides, tales como
prednisona y equivalentes, dexametasona y aminoglutetimida; Gemzar (TM) (gemcitabina), progestina, tal como
caproato de hidroxiprogesterona, acetato de medroxiprogesterona y acetato de megestrol; estrogenos, tales como
dietilestilbestrol y equivalentes de etinilestradiol; antiestrégenos, tales como tamoxifeno; andrégenos que incluyen
propionato de testosterona y equivalentes de fluoximesterona; antiandrégenos, tales como flutamida, analogos de
hormona liberadora de gonadotropinas y leuprorrelina; y antiandrégenos no esteroideos, tales como flutamida. Los
tratamientos de direccionamiento hacia el mecanismo epigenético incluyendo, pero sin limitarse a, inhibidores de
histona desacetilasa, agentes desmetilantes (por ejemplo, Vidaza) y los tratamientos de liberacién de represion
transcripcional (ATRA) también se pueden combinar con las proteinas de unién a antigeno. En un aspecto de la
invencion, el agente quimioterapico se selecciona del grupo que consiste en taxanos (como, por ejemplo, paclitaxel
(Taxol), docetaxel (Taxotere), paclitaxel modificado (por ejemplo, Abraxane y Opaxio), doxorrubicina, sunitinib
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(Sutent), sorafenib (Nexavar) y otros inhibidores multicinasas, oxaliplatino, cisplatino y carboplatino, etopodsido,
gemcitabina y vinblastina. En un aspecto de la invencion, el agente quimioterdpico se selecciona del grupo que
consiste en taxanos (como, por ejemplo, taxol (paclitaxel), docetaxel (Taxotere), paclitaxel modificado (por ejemplo,
Abraxane y Opaxio). En un aspecto de la invencion, el agente quimioterapico adicional se selecciona de 5-
fluorouracilo (5-FU), acido folinico, irinotecan u oxaliplatino. En un aspecto de la invencién, el agente quimioterapico
es 5-fluorouracilo, acido folinico e irinotecan (FOLFIRI). En un aspecto de la invencion, el agente quimioterapico es
5-fluorouracilo y oxaliplatino (FOLFOX).

Los ejemplos especificos de politerapias con agentes quimioterapicos adicionales incluyen, por ejemplo,
tratamientos con taxanos (por ejemplo, docetaxel o paclitaxel) o un paclitaxel modificado (por ejemplo, Abraxane u
Opaxio), doxorrubicina), capecitabina y/o bevacizumab (Avastin) para el tratamiento del cancer de mama;
tratamientos con carboplatino, oxaliplatino, cisplatino, paclitaxel, doxorrubicina (o doxorrubicina modificada (Caelyx o
Doxil)) o topotecan (Hycamtin) para el cancer ovarico, los tratamientos con un inhibidor multicinasa, MKI, (Sutent,
Nexavar o 706) y/o doxorrubicina para el tratamiento del cancer de rifion; tratamientos con oxaliplatino, cisplatino y/o
radiacion para el tratamiento del carcinoma de células escamosas; tratamientos con taxol y/o carboplatino para el
tratamiento del cancer de pulmén.

Por lo tanto, en un aspecto de la invencion, el agente quimioterapico adicional se selecciona del grupo de taxanos
(docetaxel o paclitaxel o un paclitaxel modificado (Abraxane u Opaxio), doxorrubicina, capecitabina y/o bevacizumab
para el tratamiento del cancer de mama.

En un aspecto de la invencién, la politerapia de inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor/anticuerpo PD-L1
es una en la que no se administra ninglin agente quimioterapico.

Un aspecto de la divulgacion se refiere a un procedimiento para el tratamiento de un paciente que padece dicha
enfermedad como se describe en el presente documento.

La invencion proporciona ademas un procedimiento para la fabricacion de una composicion farmacéutica que
comprende una cantidad eficaz de una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor de acuerdo con la
invencion como se describe en el presente documento y un anticuerpo anti-PD-L1 de acuerdo con la invencién como
se describe en el presente documento conjuntamente con un vehiculo farmacéuticamente aceptable y el uso de la
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor y el anticuerpo anti-PD-L1 de acuerdo con la invencién como se
describe en el presente documento para dicho procedimiento.

La invencién proporciona ademas el uso de una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor de acuerdo con
la invencion como se describe en el presente documento y un anticuerpo anti-PD-L1 de acuerdo con la invencion
como se describe en el presente documento en una cantidad eficaz para la fabricacién de un agente farmacéutico,
preferentemente conjuntamente con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, para el tratamiento de un paciente
que padece cancer.

Se proporcionan los siguientes ejemplos, listado de secuencias y figuras para ayudar a entender la presente
invencion, exponiéndose su verdadero alcance en las reivindicaciones adjuntas. Se entiende que se pueden realizar
modificaciones en los procedimientos expuestos sin apartarse del espiritu de la invencion.

Descripcion de las secuencias

SEQ ID NO: 1 region Fc de IgG1 humana ejemplar

SEQID NO: 2 IL-2 humana (C125 A)

SEQID NO: 3 IL-2 humana mutante cuadruple (IL-2 gm)

SEQID NO: 4 PD-L1 humano (incluyendo la secuencia sefal)
SEQID NO: 5 dominio variable de la cadena ligera, Mab 3F2
SEQID NO: 6 dominio variable de la cadena ligera, Mab 3F2 (YS)
SEQID NO: 7 dominio variable de la cadena pesada, Mab 3F2
SEQID NO: 8 dominio variable de la cadena ligera, Mab 3D9
SEQID NO: 9 dominio variable de la cadena pesada, Mab 3D9

SEQ ID NO: 10 dominio variable de la cadena pesada, Mab 3D9 (TA)

48



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
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SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
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SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
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SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQ ID NO:
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dominio variable de la cadena ligera, Mab 4G8
dominio variable de la cadena pesada, Mab 4G8
dominio variable de la cadena ligera, Mab 4B3
dominio variable de la cadena pesada, Mab 4B3
dominio variable de la cadena ligera, Mab 4D6
dominio variable de la cadena pesada, Mab 4D6
dominio variable de la cadena ligera, Mab 2C6
dominio variable de la cadena pesada, Mab 2C6
dominio variable de la cadena ligera, Mab 5H5
dominio variable de la cadena pesada, Mab 5H5
dominio variable de la cadena ligera, Mab 2C4
dominio variable de la cadena pesada, Mab 2C4
dominio variable de la cadena ligera, Mab 2D9
dominio variable de la cadena pesada, Mab 2D9
dominio variable de la cadena ligera, Mab 4B8
dominio variable de la cadena pesada, Mab 4B8
dominio variable de la cadena ligera, Mab 7A1
dominio variable de la cadena pesada, Mab 7A1
dominio variable de la cadena ligera, Mab 13C2
dominio variable de la cadena pesada, Mab 13C2
dominio variable de la cadena ligera, Mab 13E8
dominio variable de la cadena pesada, Mab 13E8
dominio variable de la cadena ligera, Mab 14C10
dominio variable de la cadena pesada, Mab 14C10
dominio variable de la cadena ligera, Mab 17A11
dominio variable de la cadena pesada, Mab 17A11
dominio variable de la cadena ligera, Mab 19G1
dominio variable de la cadena pesada, Mab 19G1
dominio variable de la cadena ligera, Mab 20G8
dominio variable de la cadena pesada, Mab 20G8
dominio variable de la cadena ligera, Mab 4B9
dominio variable de la cadena pesada, Mab 4B9

dominio variable de la cadena ligera, Mab 5B8
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SEQ ID NO:
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dominio variable de la cadena pesada, Mab 5B8

dominio variable de la cadena ligera, Mab 5F1

dominio variable de la cadena pesada, Mab 5F1

dominio variable de la cadena ligera, Mab 14B3

dominio variable de la cadena pesada, Mab 14B3

dominio variable de la cadena ligera, Mab 16F1

dominio variable de la cadena pesada, Mab 16F1

dominio variable de la cadena ligera, Mab 16F8

dominio variable de la cadena pesada, Mab 16F8

dominio variable de la cadena ligera, Mab O3C9

dominio variable de la cadena pesada, Mab O3C9

dominio variable de la cadena ligera, Mab O2D7

dominio variable de la cadena pesada, Mab O2D7

dominio variable de la cadena ligera, Mab 28H1

dominio variable de la cadena pesada, Mab 28H1

dominio variable de la cadena ligera, Mab 22A3

dominio variable de la cadena pesada, Mab 22A3

dominio variable de la cadena ligera, Mab 29B11

dominio variable de la cadena pesada, Mab 29B11

dominio variable de la cadena ligera, Mab 23C10

dominio variable de la cadena pesada, Mab 23C10

dominio variable de la cadena ligera, Mab CH1A1A 98/99 2F1
dominio variable de la cadena pesada, Mab CH1A1A 98/99 2F1
dominio variable de la cadena ligera, Mab CH1A1A 98/99 2F1
dominio variable de la cadena pesada, Mab CH1A1A 98/99 2F1
HC de Fab-boton en Fc (LALA P329G) de 28H1-IL-2 gm

HC de Fab-botén en Fc (LALA P329G) de 4G8-IL-2 gm

HC de Fab-boton en Fc (LALA P329G) de 4B9-IL-2 gm

HC de Fab-boton en Fc (LALA P329G) de 28H1-IL-2 gm (2)
HC de Fab-boton en Fc (LALA P329G) de 4B9-IL-2 gm (2)
HC de Fab-ojal en Fc (LALA P329G) de 28H1

HC de Fab-ojal en Fc (LALA P329G) de 4G8

HC de Fab-ojal en Fc (LALA P329G) de 4B9
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LC de Fab de 4G8

LC de Fab de 3F2

HC de Fab-botén en Fc (LALA P329G) de 4B9-IL-2 gm (2)

HC de Fab-ojal en Fc (LALA P329G) de 4B9

LC de Fab de 3F2

HC de Fab-botén en Fc (wt) de CH1A1A 98/99 2F1-IL-2 gm

HC de Fab-botén en Fc (wt) de CH1A1A 98/99 2F1-IL-2 gm

HC de Fab-botén en Fc (LALA P329G) de CH1A1A 98/99 2F1-IL-2 gm

HC de Fab-ojal en Fc (wt) de CH1A1A 98/99 2F1

HC de Fab-ojal en Fc (LALA P329G) de CH1A1A 98/99 2F1

LC de Fab de CH1A1A 98/99 2F1

LC de Fab de H1A1A 98/99 2F1

variante 1 del dominio variable de la cadena pesada VH, anti-PD-L1 243.55
variante 2 del dominio variable de la cadena pesada VH, anti-PD-L1 243.55
variante 3 del dominio variable de la cadena pesada VH, anti-PD-L1 243.55
variante 1 del dominio variable de la cadena ligera VL, anti-PD-L1 243.55
variante 2 del dominio variable de la cadena ligera VL, anti-PD-L1 243.55
variante 3 del dominio variable de la cadena ligera VL, anti-PD-L1 243.55
variante 4 del dominio variable de la cadena ligera VL, anti-PD-L1 243.55
variante 5 del dominio variable de la cadena ligera VL, anti-PD-L1 243.55
variante 6 del dominio variable de la cadena ligera VL, anti-PD-L1 243.55
variante 7 del dominio variable de la cadena ligera VL, anti-PD-L1 243.55
variante 8 del dominio variable de la cadena ligera VL, anti-PD-L1 243.55
variante 9 del dominio variable de la cadena ligera VL, anti-PD-L1 243.55
variante 10 del dominio variable de la cadena ligera VL, anti-PD-L1 243.55
variante 11 del dominio variable de la cadena ligera VL, anti-PD-L1 243.55
variante 12 del dominio variable de la cadena ligera VL, anti-PD-L1 243.55
variante 13 del dominio variable de la cadena ligera VL, anti-PD-L1 243.55
variante 14 del dominio variable de la cadena ligera VL, anti-PD-L1 243.55
variante 15 del dominio variable de la cadena ligera VL, anti-PD-L1 243.55
variante 16 del dominio variable de la cadena ligera VL, anti-PD-L1 243.55
HC-Fc (DD) de muCEA-mulL2v

HC-Fc (KK) de muCEA
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SEQ ID NO: 110 LC de muCEA

SEQ ID NO: 111 HC con DAPG de mulgG1 frente a PD-L1 YW243.55.S70
SEQ ID NO: 112 LC con DAPG de mulgG1 frente a PD-L1 YW243.55.S70
SEQ ID NO: 113 region constante de la cadena ligera kappa humana
SEQID NO: 114 region constante de la cadena pesada humana derivada de 1gG1
SEQID NO: 115 secuencia lider

SEQ ID NO: 116 secuencia lider

SEQ ID NO: 117 secuencia lider

SEQID NO: 118 secuencia lider

SEQ ID NO: 119 secuencia lider

SEQ ID NO: 120 secuencia lider

SEQ ID NO: 121 secuencia lider

SEQ ID NO: 122 secuencia lider

SEQ ID NO: 123 secuencia lider

SEQ ID NO: 124 HC-Fc (DD) de muFAP-mulL2v

SEQ ID NO: 125 HC-Fc (KK) de muFAP

SEQ ID NO: 126 LC de muFAP

Ejemplos

Eficacia in vivo del inmunoconjugado de IL2v dirigida frente a CEA en modelos singénicos de lineas
celulares de tumor de ratén solo y en combinacion con Mab anti-PD-L1.

Se sometié a prueba el inmunoconjugado de IL2v dirigida frente a CEA solo y en combinacién con Mab frente a PD-
L1 por su eficacia antitumoral en varios modelos singénicos.

Materiales

Las moléculas usadas en los estudios fueron como sigue. Se generé una molécula sustituta murinizada de la
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA CEA-IL2v, denominada muCEA-mulL2v, para su uso en modelos
de tumor in vivo en ratones completamente inmunosuficientes para reducir la formaciéon de anticuerpos antifarmaco
(AAF). Ademas, se generd una version quimérica murinizada de la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP
FAP-IL2v, denominada muFAP-mullL2v, respectivamente, para su uso en modelos de tumor in vivo en ratones
completamente inmunosuficientes para reducir la formacién de anticuerpos antifarmaco (AAF). En las moléculas
sustitutas murinizadas, las mutaciones de botén en ojal en el dominio Fc se reemplazaron por mutaciones DDKK en
mulgG1 y las mutaciones LALA P329G se reemplazaron por mutaciones DAPG en mulgG1.

Por ejemplo, muCEA-mulL2v se caracteriza por los siguientes rasgos caracteristicos. Como anticuerpo original, se
aplica un anticuerpo 1gG1 quimérico humano-murino con regiones variables humanas (humanizadas), pero regiones
constantes murinas. Para evitar la inmunogenicidad potencial, se us6 el alotipo de Black 6 correspondiente
(secuencia publicada por Mouse Genomes Project). Se anulé la unién a mulL2Ra por tres mutaciones homélogas a
las identificadas en IL-2v humana y se retird el sitio de O-glucosilaciéon respectivo: T23A (O-gluco), F76A, Y79A,
L106G. Ademas, como en la aldesleucina, el residuo de cisteina se muté para evitar la agregacion por una mutacion
C160A (numeracion en base a ID P04351 de UniProt, que incluye el péptido sefal). Aunque mulgG1 ya tiene union
a FcyR reducida, la unién a FcyR murinos se anulé completamente por la introduccion de mutaciones DAPG
(D265A, P329G), mientras que la unién a muFcRn se retiene. Se fusiond mulL-2v por medio de un conector (G4S)2
no inmundégeno solo al extremo C de una cadena pesada del anticuerpo mulgG1. Para lograr esto, se genomanipuld
la inmunocitocina usando conduccion electrostatica por medio de mutaciones DDKK en el dominio Fc para permitir la
heterodimerizacion en el entorno del ratén.
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Las secuencias de polipéptidos de muCEA-mulL2v son como sigue:
Cadena pesada con mutacion DD y con mulL2v fusionada (SEQ ID NO: 108):

OVOLVOSGAEVEEPGASVEVSUCEA SCYTFTEFGMNWVROAPGOGLEWM GWINTETGEATY VEEFEGRYTFTTD
TSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCAR WDFAYYVEAMDY WGQGTTVTVSSAKTTPISVY PLAPGSAAQTNSMY TLG
CLVEGYIPEPYVTVTWNSGSLSSOVHTFPAVLOSDLY TLSSSVTVESSTWTPS QTVTUNVAHPASSTEVDREKIVITED(C
GCEPCICTVPEVSSVEIFPPEIMKDVLTL TLTPEV TCVYVALSKDDP EVOESWEVDDVEVHT AQTEPREEQINSTERSYS
ELPIMHOQDWLNGKEFKE CRYNSAAFGAPIEETISK TEGRPEAPOVYTIPPPEE OMAKDEVSLTCMITNFFPEDITVEW
QWNGOPAENYDNTOPIMDTDGSYFY y 501 NVOKSNWEAGNTETCSVLHE GLUNHUTERSLSHSPGGGGGSGOGES
GGOGSAPASSSTSSSTARAQOQOQOQOCQOOOOOOHLEQLLMDLOELLSRMEN YRENLELPRMLTAKFALPKQATELKD
LOCLEDELGPLEHYVLDGTOSKSFQL EDAENFISNIRVTYVEKLEGSDNTFECOQFNDESATYVDFLRREWIAFAQSIISTS
PQ

Cadena pesada con mutacion KK (SEQ ID NO: 109):

OVOLVOSOAEVEKPGASVEVSCKASGY TFTEFGMNWYROQAPGOGLEWM GWINTKTGEATYVEEFKGRVTFTTDT
STSTAYMELRSLRSDDTAVYYCAR WDFAYYVEAMDY WGQGTTVTVSSAKTTPPSVY PLAPGSAAQTNSMYTLG
CLVKGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLOSDLY TLSSSVTVESSTWES QTVIUNVAHPASSTY DRKIV PRI G
CEPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLT] TLTPKVTCVVVAISKDDPEVOFSWEV DDVEVHTAQTKPREEQINSTFRSVS

ELPIMHODWLNGKEFKCRVNSAAFGAPTEE TISKTEGRPEAPQVYTIPPPEE OMAKDEVSLTOMITNFFPERITVEW
OWNGQPAENYENTOPIMKTDGSYFV YSKLNVOKSNWEAGNTFTCSY LHEG LUHNHHTEKSLSHSPGK

Cadena ligera (SEQ ID NO: 110):

DIOMTOSPSSLSASVODRVTITCKAS AAVGTYVAWYQOKPOKAPKLLIVSA SYRKRGVPSRFSGSGSUTDFTLTISSL
QPEDFATYYCHOYYTYPLFTFGOGT KLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSG CASVVCELNNFYPKDINVEWKIDGSE
RONGVLNSWTDODSKDSTY SMSSTLTLTKDEY ERHNSYTCEATHKTSTSPI vk SENRNEC

Las secuencias de polipéptidos de muFAP-mulL2v son como sigue:
Cadena pesada con mutacion DD y con mulL2v fusionada (SEQ ID NO: 124):

EVOLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTESSY AMSWVRQAPGKGLEWVSA LGSGASTY YADSVKGRITISRDNSKN
LY LOMNSLRAEDTAVY YCARKGW FGGPNYWOQGTLVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVRGYF

PEPVTVTWNSGSLSSGVHTRPAVLOSDLY TLSSSVTVPSSTWPSQOTVTONY AHPASSTKVDKKIVPRDCGCKPCICT

VPEVSSVEIFPPEPEDVLITITLTPRYVT CVYVAISKDDPEVOFSWFVDDVEVHTAQTKPREEQGINSTFREVSELPIMHG
DWILNGKEFKCRYNSAAFGAPIERTISKTEGRPEAPOVYTIPPPEEQMAKDK WSLTUMITHNFFPFEIMTVE WIPWNGOP
AENYDNTOPIMDTDGSYFVYSDLNY GKSNWEAGNTFTCSVLHEG LHNHHTEKSLEHEPGGGGGSGGGGSGGGES

APASSATSSS TARAQOQQOOQOOOOOHLEQLLMDLOELLSEMENY RNLEL PRMI TAKFALTPKQATELKDLOCLED
FLOGPLRHVLDGTOSKSFQLEDAENE] SNIRVTVVKLKGSDNTFECQFDDESATVVDFLRRWIAFAQSTISTSPO

Cadena pesada con mutacion KK (SEQ ID NO: 125):

EVQLLESOGOLYQPOGSLRLSCAASGFTFSSY AMSWVROAPGREGLEWVSA DGSGASTY YADSVKGREFTISRONSKN
TLY LOMNSLRAEDTAVY Y CARKGW FGGFNY WOQGTLY TVSSAKTTPPSVY PLAPGSA ADTNSMVTLGUT VEGYF
PEPY TV TWNSGSL S YHTFPAYLOSDL Y TLES SV TVPSSTWPSOTVTONY AHPASSTK VDKEIVPRDOGCEPCICT
VREVSSVEIFPPKPEDYLTITLTPEV] CYVYVAISKDDPEVOFSWEVDDVEVHTAQTKPREEQINSTFRSVSELPIMHGO
DWINCEKEFECRYNSAAFGAPIERTISK TRGRPEAPQVYTIPPPREQMAKD KVSLTCMITNIFPEDITY EWOQWNGG
PAENYENTOFIMETDGSYFVYSELN VOKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK

Cadena ligera (SEQ ID NO: 126):
EIVLTOSPGTLSLEPGERATLECRASOSYTSSY LAWY QQKPGQAPRLLINVG SRERATGIPDRFSGSOGSUTDITLTISR
LEPEDFAVYYCQQGIMLPPTFGQGTE W LIKRADAAPTVSIFPPSSEQL TRGGASVVCFLNNEY PKDINVE WKIDGSER
ONGVLNSWTDODSKDSTYSMSSTLTLTRDEY ERHNSYTCEATHKTSTSPIV KSFNRMNEC

Se usaron anticuerpos anti-PD-L1 de reaccién cruzada humanos/de ratén en los estudios. Por ejemplo, se generé un
anticuerpo sustituto anti-PD-L1 de ratdon basado en el anticuerpo frente a PD-L1 YW243.55.S70 descrito en el
documento WO 2010/077634 (secuencia mostrada en la figura 11), denominado mulgG1 frente a PD-L1
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YW243.55.S70, para su uso en modelos de tumor in vivo. Este anticuerpo contenia una mutacién DAPG para anular
la interacciéon con FcyR. La region variable de YW243.55.S70 se unié a un dominio constante de IgG1 murina con
mutaciones en Fc DAPG.

Las secuencias de polipéptidos de mulgG1 frente a PD-L1 YW243.55.S70 son las siguientes:
HC con DAPG de mulgG1 frente a PD-L1 YW243.55.570 (SEQ ID NO: 111):

EVOLVESGGGLVOPGGSLELSCAASGITFSDSWIHW VEQAPCOKGLEW VA WISPYUUSTYVADSVEGRFTISADTS
ENTAYLOMNSLEAEDTAVYYCARR HWPGGRDY WEOGTLYVTVSAAKTTPPSYVY PLAPGSAAQTNSMYTLGCLVE

GYFPEPVTVTWNSGSLSSOVHTFR AT 0sn v T SSSVTYPSSTWPSETYTE NVAHPASSTEVDEKIVPRDOGOKPC
ICTVPEVISVFIFPPEPEDVLTITLTPE ¥ TOVYVDRISKDAPEVOFSWEVDDVEVHTAQTOMR EEQENSTFREVEELPIM

HODW LNGKEFKCRVNESAAFGAPIEKTISKTKGRPEAPOVYTIPPPEKEOMAK DEVSLTUMITDEFPEDITVEWOQWNG
QPAENYENTOPIMDTDGSYEVYSEL NYOKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK

LC con DAPG de mulgG1 frente a PD-L1 YW243.55.S70 (SEQ ID NO: 112):

DIQMTOSPSSLSASVGDRVTITCRAS QDVSTAVAWYQOKIGRAPKLLIYSA SFLYSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSL
OPEDFATYYCOOYLYHPATFGOOTE VEIKRADAAF TV SIFPPSSEQLTSUUASVVOFLNNFY PEDINVE WEIDGSER
OMGY LNSWTDODSKDETY SMESTL T TRDEY RRITNSY TCTATITR TSTSPTY KSENRNEC

Ejemplo 1

Modelo singénico metastasico de higado con MC38-CEA

Se sometié a prueba el sustituto murino del inmunoconjugado de IL2v dirigida a CEA en la linea celular colorrectal
transfectante de ratén MC38-CEA, se inyecté en la vena porta en ratones Black 6 doblemente transgénicos para
huCEA-huFcYRIII. Se usé el anticuerpo anti-PD-L1 de reaccion cruzada humano/de raton mulgG1 frente a PD-L1
YW243.55.S70 en este estudio.

Las células de carcinoma colorrectal MC38-CEA se obtuvieron originalmente de City of Hope (California, EE. UU.) y
después de la expansién se depositaron en el banco de células interno de Roche-Glycart. La linea celular de tumor
se cultivé de forma rutinaria en DMEM que contenia FCS al 10 % (Gibco) y G418 (Geniticin; Gibco) a 37 °C en una
atmdsfera saturada de agua a un 5 % de COxz. Se usé el pase 9 para el trasplante, a una viabilidad de un 96,3 %. Se
inyectaron 5x10° células por animal en la vena porta de los ratones usando una jeringuilla con 0,3 ml de tuberculina
(BD Biosciences, Alemania). Para ello, se realiz6 una pequefa incision en la mediana del abdomen del raton Black 6
transgénico para CEA-FcyRIIl anestesiado. La pared peritoneal se abrid y los intestinos se extrajeron con cuidado.
Se les inyectaron cien microlitros (5x10° células MC38-CEA en medio RPMI) de suspension celular en la vena porta.
La pared peritoneal y las heridas de la piel se cerraron usando hilos de sutura reabsorbibles 5/0.

Se mantuvieron ratones hembra Black 6 con CEA-FcyRIIl (Roche-Glycart; Suiza), de 8-9 semanas de edad al inicio
del experimento (criados en Charles Rivers, Lyon, Francia) en condiciones libres de patdgenos especificos con
ciclos diarios de 12 h de luz/12 h de oscuridad de acuerdo con las directrices acordadas (GV-Solas; Felasa;
TierschG). El protocolo del estudio experimental se revisé y aprobd por el gobierno local (P 2011/128). Después de
su llegada, los animales se mantuvieron durante una semana para acostumbrarse al nuevo entorno y para su
observacion. Se llevo a cabo un seguimiento continuo sobre su salud de forma regular.

Se les inyectaron a los ratones en la vena porta el dia del estudio 0 5x105 células MC38-huCEA, se aleatorizaron y
se pesaron. Una semana después de la inyeccion de células tumorales, se les inyect6 i.v. a los ratones CEA-IL-2v,
Mab frente a PD-L1 o la combinacion de CEA-IL-2v + Mab frente a PD-L1 una vez. Un dia después de la primera
administracion del grupo de combinacién PD-L1 + CEA-IL2v (semana 1) se encontré6 muerto un animal. El resto de
los ratones presento signos clinicos de piloereccion, cifosis y locomocion disminuida que desaparecieron en 2 dias.
El ratén que se encontré muerto 24 h después de la primera administracion del tratamiento se retird del experimento
para la evaluacion de la supervivencia final. De las semanas 2 a 4, se administraron CEA-IL2v y PD-L1 en semanas
alternas y los ratones no mostraron ningun signo clinico con esta nueva pauta de dosificacion. Se les inyectaron i.v.
a todos los ratones 200 pl de la solucion apropiada. Se les inyectd a los ratones en el grupo de vehiculo tampon
histidina y el grupo de tratamiento la construccién CEA-IL-2v o el Mab frente a PD-L1 o la combinaciéon CEA-IL-2v +
Mab frente a PD-L1. Para obtener la cantidad apropiada de inmunoconjugado por 200 pl, las soluciones madre se
diluyeron con tampén histidina cuando fue necesario.

La figura 1 y la tabla 1A muestran que la combinacion CEA-IL-2v + Mab frente a PD-L1 mediaba en una eficacia
superior en términos de mediana de la supervivencia y supervivencia global potenciadas en comparaciéon con CEA-
IL-2v y Mab frente a PD-L1 solos.

TABLA 1A.
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Grupos Mediana de la|Valor de p frente a control [Supervivencia global
supervivencia en dias
PBS 29 1 0/7
Mab frente a muPD-L1 42 0,2887 2/7
muCEA-IL2v 37 0,4725 1/7
muCEA-IL2v + Mab frente|No alcanzada 0,0138* 417
a muPD-L1
TABLA 1B.
Compuesto Dosis Tampon de formulacion Concentracion (mg/ml)
CEA-IL2v 10 ug Histidina 20 mM, NaCl 140 mM,|0,29 (= solucién madre)
sf W(3a) pH 6,0
DAPG en aPD-L1 mulgG1 |200 ug Acetato de histidina 20 mM,|2,29 (= soluciébn madre)
sf W(2a) sacarosa 240 mM, Tween 20 al
0,02 %, pH 5,5

Ejemplo 2

Modelo singénico subcutaneo con MC38-CEA

Se sometié a prueba el sustituto murino del inmunoconjugado de IL2v dirigida a CEA en la linea celular colorrectal
transfectante de raton MC38-CEA, inyectada por via subcutanea en ratones Black 6 transgénicos para CEA-FcyRIII.
Se us6 un anticuerpo anti-PD-L1 de reaccién cruzada humano/de ratén en este estudio.

Las células de carcinoma colorrectal MC38-CEA se obtuvieron originalmente de City of Hope (California, EE. UU.) y
después de la expansion se depositaron en el banco de células interno de Roche-Glycart. La linea celular de tumor
se cultivé de forma rutinaria en DMEM que contenia FCS al 10 % (Gibco) y G418 (Geniticin; Gibco) a 37 °C en una
atmosfera saturada de agua a un 5 % de CO2. Se usoé el pase 6 para el trasplante, a una viabilidad de un 97,9 %. Se
inyectaron por via subcutanea 5x10° células por animal en 100 ul de medio de cultivo celular RPMI (Gibco) en el
costado de los ratones usando una jeringuilla con 1 ml de tuberculina (BD Biosciences, Alemania).

Se mantuvieron ratones hembra Black 6 con CEA-FcyRIIl (Roche-Glycart; Suiza), de 8-9 semanas de edad al inicio
del experimento (criados en Charles Rivers, Lyon, Francia) en condiciones libres de patégenos especificos con
ciclos diarios de 12 h de luz/12 h de oscuridad de acuerdo con las directrices acordadas (GV-Solas; Felasa;
TierschG). El protocolo del estudio experimental se revisé y aprobd por el gobierno local (P 2011/128). Después de
su llegada, los animales se mantuvieron durante una semana para acostumbrarse al nuevo entorno y para su
observacion. Se llevo a cabo un seguimiento continuo sobre su salud de forma regular.

Se les inyectaron por via subcutanea a los ratones el dia del estudio 0 5x10° células MC38-CEA, se aleatorizaron y
se pesaron. Dos semanas después de la inyeccion de células tumorales (volumen del tumor > 200 mm?), se les
inyecto i.v. a los ratones CEA-IL-2v, Mab frente a PD-L1 o la combinacion de CEA-IL-2v + Mab frente a PD-L1 una
vez por semana durante dos semanas. Se les inyectaron i.v. a todos los ratones 200 pl de la solucién apropiada. Se
les inyecto a los ratones en el grupo de vehiculo tampdn histidina y el grupo de tratamiento la construccion CEA-
IL-2v o el Mab frente a PD-L1 o la combinacién CEA-IL-2v + Mab frente a PD-L1. Para obtener la cantidad apropiada
de inmunoconjugado por 200 pl, las soluciones madre se diluyeron con tampén histidina cuando fue necesario.

La figura 2 y la tabla 2A muestran que la combinacién 0,5 mg/kg de CEA-IL-2v + Mab frente a PD-L1 mediaba en
una eficacia superior en términos de inhibicién del crecimiento tumoral en comparaciéon con CEA-IL-2v y Mab frente
a PD-L1 solos y las combinaciones con menor dosis de CEA-IL2v.

TABLA 2A.

Grupos Inhibicion del crecimiento tumoral |Valor de p (procedimiento de
en el dia 25 (%) Dunnett)

Mab frente a PD-L1 15 1

0,1 mg/kg de muCEA-IL2v 18 1

0,25 mg/kg de muCEA-IL2v 47 0,499

0,5 mg/kg de muCEA-IL2v 46 0,274

0,1 mg/kg de muCEA-IL2v + Mab 36 0,901
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Grupos Inhibicion del crecimiento tumoral |Valor de p (procedimiento de
en el dia 25 (%) Dunnett)

frente a PD-L1

0,25 mg/kg de muCEA-IL2v + Mab

frente a PD-L1 69 0,063

0,5 mg/kg de muCEA-IL2v + Mab

frente a PD-L1 80 0,023°

TABLA 2B.

Compuesto Dosis/ratén Tampén de formulacién Concentracion (mg/ml)

CEA-IL2v 2,5y 10 ug Histidina 20 mM, NaCl 140 mM, pH 6,0 1,57 (= solucién madre)
sfW(6a)

mulgG1 frente a PD-L1 (200 pg Histidina 20 mM, NaCl 140 mM, pH 6,0 27,1 (= solucién madre)
w(1)

Ejemplo 3

Modelo singénico pancreatico con Panc02-CEA

Se sometié a prueba el sustituto murino del inmunoconjugado de CEA-IL2v dirigida a CEA en la linea celular
transfectante Panc02-CEA pancreatica de ratén inyectada por via intrapancreatica en ratones Black 6 transgénicos
para CEA-FcyRIIl. Se usé un anticuerpo anti-PD-L1 de reaccién cruzada humano/de ratén en este estudio.

Las células Panc02-H7 (carcinoma pancreatico de raton) se obtuvieron originalmente del MD Anderson Cancer
Center (Texas, EE. UU.) y después de la expansion se depositaron en el banco de células interno de Roche-Glycart.
Se produjeron internamente células Panc02-H7-huCEA por técnicas de transfeccion y subclonaciéon con calcio. Se
cultivaron Panc02-H7-huCEA en medio RPMI que contenia FCS al 10 % (Sigma), 4 pg/ml de puromicina y Glutamax
al 1 %. Las células se cultivaron a 37 °C en una atmdsfera saturada de agua a un 5 % de CO2. Se uso el pase 21
para el trasplante. La viabilidad celular fue de un 93,1 %. Se inyectaron 1x10° células por animal en el pancreas de
los ratones usando una jeringuilla con 0,3 ml de tuberculina (BD Biosciences, Alemania). Para ello, se realizdé una
pequefia incision en el sitio abdominal izquierdo del ratén Black 6 transgénico para CEA-FcyRIll anestesiado. Se
abrio la pared peritoneal y se aisld cuidadosamente el pancreas con férceps. Se les inyectaron diez microlitros
(1x105 células Panc02-H7-huCEA en medio RPMI) de suspension celular en la cola del pancreas. La pared
peritoneal y las heridas de la piel se cerraron usando hilos de sutura reabsorbibles 5/0.

Se mantuvieron ratones hembra Black 6 con CEA-FcyRIIl (Roche-Glycart; Suiza), de 8-9 semanas de edad al inicio
del experimento (criados en Charles Rivers, Lyon, Francia) en condiciones libres de patégenos especificos con
ciclos diarios de 12 h de luz/12 h de oscuridad de acuerdo con las directrices acordadas (GV-Solas; Felasa;
TierschG). El protocolo del estudio experimental se revisé y aprobé por el gobierno local (P 2011/128). Después de
su llegada, los animales se mantuvieron durante una semana para acostumbrarse al nuevo entorno y para su
observacion. Se llevo a cabo un seguimiento continuo sobre su salud de forma regular.

Se les inyectaron por via intrapancredtica a los ratones el dia del estudio 0 1x10% células Panc02-CEA, se
aleatorizaron y se pesaron. Una semana después de la inyeccion de células tumorales, se les inyect6 i.v. a los
ratones CEA-IL-2v, Mab frente a PD-L1 o la combinaciéon de CEA-IL-2v + Mab frente a PD-L1 una vez por semana
durante cinco semanas.

Se les inyectaron i.v. a todos los ratones 200 ul de la solucién apropiada. Se les inyecté a los ratones en el grupo de
vehiculo tampdn histidina y el grupo de tratamiento la construccion CEA-IL-2v o el Mab frente a PD-L1 o la
combinacion CEA-IL-2v + Mab frente a PD-L1. Para obtener la cantidad apropiada de inmunoconjugado por 200 pl,
las soluciones madre se diluyeron con tampén histidina cuando fue necesario.

La figura 3 y la tabla 3A muestran que la combinacién CEA-IL-2v + Mab frente a PD-L1 mediaba en una eficacia
superior en términos de mediana de la supervivencia y supervivencia global potenciadas en comparacion con CEA-
IL-2v y Mab frente a PD-L1 solos.

TABLA 3A.

Grupos Mediana de la supervivencia (Valor de p frente a Supervivencia global
en dias control

Vehiculo 29 1 0/6

Mab frente a muPD-L1 36 0,057 0/6
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Grupos Mediana de la supervivencia (Valor de p frente a Supervivencia global
en dias control

muCEA-IL2v 43 0,0308* 0/6

muCEA-IL2v + Mab frente a 56 0,0043** 1/6

muPD-L1

TABLA 3B.

Compuesto Dosis Tampon de formulacion Concentracion (mg/ml)

CEA-IL2v 5 ug Histidina 20 mM, NaCl 140 mM, pH 6,0 1,57 (= solucion madre)

sfW(6a)

mulgG1 frente a PD-L1 (200 uyg  |Histidina 20 mM, NaCl 140 mM, pH 6,0 27,1 (= solucién madre)

wW(1)

Ejemplo 4

Modelo singénico pancreatico con Panc02-CEA

Se someti® a prueba el sustituto murino del inmunoconjugado de CEA-IL2v dirigida a CEA frente al
inmunoconjugado de DP47-IL2v no dirigida en la linea celular transfectante Panc02-CEA pancreatica de raton
inyectada por via intrapancreatica en ratones Black 6 transgénicos para CEA-FcyRIIl. Se usé un anticuerpo anti-PD-
L1 de reaccién cruzada humano/de raton en este estudio.

Las células Panc02-H7 (carcinoma pancreatico de ratén) se obtuvieron originalmente del MD Anderson Cancer
Center (Texas, EE. UU.) y después de la expansion se depositaron en el banco de células interno de Roche-Glycart.
Se produjeron internamente células Panc02-H7-huCEA por técnicas de transfeccién y subclonacion con calcio. Se
cultivaron Panc02-H7-huCEA en medio RPMI que contenia FCS al 10 % (Sigma), 4 pg/ml de puromicina y Glutamax
al 1 %. Las células se cultivaron a 37 °C en una atmosfera saturada de agua a un 5 % de CO2. Se uso el pase 12
para el trasplante. La viabilidad celular fue de un 94 %. Se inyectaron 1x10° células por animal en el pancreas de los
ratones usando una jeringuilla con 0,3 ml de tuberculina (BD Biosciences, Alemania). Para ello, se realizé6 una
pequefia incision en el sitio abdominal izquierdo del ratén Black 6 transgénico para CEA-FcyRIll anestesiado. Se
abrié la pared peritoneal y se aisl6 cuidadosamente el pancreas con forceps. Se les inyectaron diez microlitros
(1x10% células Panc02-H7-huCEA en medio RPMI) de suspension celular en la cola del pancreas. La pared
peritoneal y las heridas de la piel se cerraron usando hilos de sutura reabsorbibles 5/0.

Se mantuvieron ratones hembra Black 6 con CEA-FcyRIIl (Roche-Glycart; Suiza), de 8-9 semanas de edad al inicio
del experimento (criados en Charles Rivers, Lyon, Francia) en condiciones libres de patdégenos especificos con
ciclos diarios de 12 h de luz/12 h de oscuridad de acuerdo con las directrices acordadas (GV-Solas; Felasa;
TierschG). El protocolo del estudio experimental se revisé y aprobd por el gobierno local (P ZH193/2014). Después
de su llegada, los animales se mantuvieron durante una semana para acostumbrarse al nuevo entorno y para su
observacion. Se llevo a cabo un seguimiento continuo sobre su salud de forma regular.

Se les inyectaron por via intrapancreatica a los ratones el dia del estudio 0 1x10% células Panc02-CEA, se
aleatorizaron y se pesaron. Una semana después de la inyeccion de células tumorales, se les inyectd i.v. a los
ratones CEA-IL-2v, Mab frente a PD-L1 o la combinacién de CEA-IL-2v + Mab frente a PD-L1 una vez por semana
durante cuatro semanas.

Se les inyectaron i.v. a todos los ratones 200 pl de la solucion apropiada. Se les inyecto a los ratones en el grupo de
vehiculo tampdn histidina y el grupo de tratamiento la construccién CEA-IL2v o la DP47-IL2v o el Mab frente a PD-L1
o la combinacién CEA-IL2v + Mab frente a PD-L1 y DP47-IL2v + Mab frente a PD-L1. Para obtener la cantidad
apropiada de inmunoconjugado por 200 ul, las soluciones madre se diluyeron con tampon histidina cuando fue
necesario. Las dosis usadas para CEA-IL2v y DP47-IL2v se eligieron para equipararse a niveles similares de
exposiciones 24 h después de su administracion, como se mide por el ensayo ELISA para el receptor de IL2
(mostrado en la figura 4B).

La figura 4A y la tabla 4A muestran que la combinaciéon CEA-IL-2v + Mab frente a PD-L1 mediaba en una eficacia
superior en términos de mediana de la supervivencia y supervivencia global potenciadas en comparacion con CEA-
IL-2v, DP47-IL2v, Mab frente a PD-L1 solos y la combinaciéon DP47-IL2v + Mab frente a PD-L1.

TABLA 4A.

Grupos Mediana de la Valor de p frente a control |[Supervivencia global
supervivencia en dias

Vehiculo 31 1 0/6
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Grupos Mediana de la Valor de p frente a control |Supervivencia global
supervivencia en dias

Mab frente a PD-L1 45 0,0187* 0/6

CEA-IL2v 39 0,0777 0/6

CEA-IL2v + Mab frente a PD-L1 |58 0,0012** 2/6

DPA47-IL2v 29 0,4073 0/6

DPA47-IL2v + Mab frente a PD-L1 |46 0,0125* 0/6

TABLA 4B. Prueba del orden logaritmico por pares (nivel de prueba multiple = 0,00333).

Grupo Vehiculo muCEA-IL2v |muCEA-IL2v + |muDP47-IL2v imuDP47-IL2v |muPD-L1
muPD-L1 + muPD-L1

Vehiculo 1,0000 0,0777 0,0012* 0,4073 0,0125* 0,0187*

muCEA-IL2v 0,0777 1,0000 0,0092* 0,0264* 0,1757 0,2203

muCEA-IL2v + 0,0012* 0,0092* 1,0000 0,0006* 0,0450* 0,0209*

muPD-L1

muDP47-IL2v 0,4073 0,0264* 0,0006* 1,0000 0,0006* 0,0006*

muDP47-IL2v + 0,0125* 0,1757 0,0450* 0,0006* 1,0000 0,4744

muPD-L1

muPD-L1 0,0187* 0,2203 0,0209* 0,0006* 0,4744 1,0000

TABLA 4C.

Compuesto Dosis Tampén de formulacién Concentracion (mg/ml)

CEA-IL2v 5 ug Histidina 20 mM, NaCl 140 mM, pH 6,0  |1,57 (= solucién madre)

sfW(6a)

CHO con DP47-IL2v 4 ug Histidina 20 mM, NaCl 140 mM, Tween  |4,14 (= solucion madre)

sfW(6a) 20 al 0,01 %, pH 6,0

mulgG1 frente a PD-L1 200 pg Acetato de histidina 20 mM, sacarosa 27,1 (= solucion madre)

W(1) 240 mM, Tween 20 al 0,02 %, pH 5,5

Ejemplo 5

Regulacion por incremento de PD-L1 tras el tratamiento con CEA-IL2v

Se aislaron las PBMC de sangre roja. En resumen, la sangre se diluyéd 3:1 con PBS. Se combinaron
aproximadamente 30 ml de la mezcla sangre/PBS en 15 ml de Histopaque (Sigma) y se centrifugd durante 30 min a
450 x g sin frenado. Se recogieron los linfocitos con una pipeta de 5 ml en tubos de 50 ml que contenian PBS. Se
llenaron los tubos hasta 50 ml con PBS y se centrifugaron 10 min a 350 x g. Se desecho el sobrenadante, se
resuspendio el sedimento en 50 ml de PBS y se centrifugd durante 10 min a 300 x g. Se repitié una vez la etapa de
lavado. Se resuspendieron las células en RPMI que contenia FCS al 10 % y glutamina al 1 %.

A549 (86012804 en ECACC) es una linea celular de carcinoma de pulmén (adenocarcinoma; tumor primario) de
sujeto de raza blanca humana. Se cultivaron las células en DMEM que contenia FCS al 10 % y glutamina al 1 %.
Las células se dividieron de cada dos a cuatro dias antes de alcanzar la confluencia.

Se obtuvieron células A549 el dia antes del inicio del ensayo y se sembraron en placas de 6 pocillos con una
densidad de 1 millon de células por pocillo en 1 ml de medio. Al dia siguiente, se retiré el medio y se afiadieron
PBMC, lo que dio como resultado una proporcién E:D final de 10:1 0 1:1 o medio solo. Las células se trataron con
CEA-IL2v 100 nM, CEA-IL2v 10 nM o solo medio durante 48 h en la incubadora. Después del tratamiento, se
obtuvieron A549 con tampén de disociacion celular y se analizé la expresion de PD-L1 por citometria de flujo.

Se obtuvieron A549 después de 48 h con tampdn de disociacion celular y se usaron para analisis por FACS. Las
células se centrifugaron durante 4 min a 400 g y se lavaron una vez con PBS que contenia BSA al 0,1 % (tampo6n de
FACS). A continuacion, se afiadieron 40 ul por pocillo de anticuerpo anti-PD-L1 diluido (BioLegend, 5 ul en 40 ul de
tampon de FACS) o el control de isotipo respectivo a las células. Se incubaron las células durante 30 min en el
refrigerador.

Después de esto, las células se lavaron dos veces con tampdn de FACS y se resuspendieron en 200 ul de tampén
de FACS que contenia PFA al 2 % por pocillo. El andlisis se realizé usando BD FACS Fortessa.
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La figura 5 muestra que el tratamiento de células tumorales A549 con CEA-IL2v solo no dio lugar a una induccion de
la expresion de PD-L1 en células A549. Sin embargo, cuando se trataron células A549 con CEA-IL2v en presencia
de PBMC, se detect6 una regulacién por incremento dependiente de la concentracion de PD-L1 en células A549. La
regulacion por incremento de PD-L1 también era dependiente de la cantidad de PBMC presentes en el cocultivo.

Ejemplo 6

Modelo de tumor subcutaneo singénico con MC38-FAP

Se sometié a prueba el sustituto murino del inmunoconjugado de FAP-IL2v dirigida a FAP en la linea celular
transfectante MC38-FAP de adenocarcinoma de colon de ratén inyectada por via subcutanea en ratones Black 6. Se
uso el anticuerpo anti-PD-L1 de reaccion cruzada humano/de ratén mulgG1 frente a PD-L1 YW243.55.S70 en este
estudio.

Se produjeron células MC38-FAP invipa (pasadas in vivo) en Roche-Glycart y después de la expansion se
depositaron en el banco de células interno de Glycart. Estas células se cultivaron de forma rutinaria en medio DMEM
(GIBCO, Suiza) complementado con suero fetal bovino al 10 % (Invitrogen, Suiza), piruvato 1 mM y NEAA al 1 %
mas 6 ug/ml de puromicina a 37 °C en una atmoésfera saturada de agua a un 5 % de CO:2. Se realiz6 el pase de
cultivo con tripsina/EDTA 1x (GIBCO, Suiza) con division cada dos dias. El dia de la inyeccion, se obtuvieron las
células tumorales usando tripsina-EDTA (Gibco, Suiza) de matraces de cultivo (Greiner Bio-One) y se transfirieron a
50 ml de medio de cultivo, se lavaron y se resuspendieron en medio libre de suero RPMI (Gibco, Suiza). Después de
un lavado adicional con RPMI, se determind la concentracion de células usando un contador de células. Para la
inyeccion, se ajusto el valor final a 20x10° células/ml, con 2x10° células en 100 ul de medio de cultivo celular RPMI.

Se adquirieron ratones hembra Black 6 de Charles Rivers, se mantuvieron en condiciones libres de patdégenos
especificos con ciclos diarios de 12 h de luz/12 h de oscuridad de acuerdo con las directrices acordadas (GV-Solas;
Felasa; TierschG). El protocolo del estudio experimental se revisé y aprobd por el gobierno local (P ZH193/2014).
Después de su llegada, los animales se mantuvieron durante una semana para acostumbrarse al nuevo entorno y
para su observacion. Se llevé a cabo un seguimiento continuo sobre su salud de forma regular.

Se les inyectaron s.c. a los ratones el dia del estudio 0 células MC38-muFAP (2x108 células/100 pl/ratén); pase 7 a
una viabilidad de un 94,4 %. El vehiculo y el tratamiento con anticuerpos (muFAP-IL2v; a una dosis de 2 mg/kg y
muPD-L1 a una dosis de 10 mg/kg, asi como su combinacién) se inyectaron i.v. el dia x (tumores de mas de
100 mm?), diax + 7, + 14, + 21, etc. El numero maximo de tratamientos para un raton fue de cinco.

Se les inyectaron i.v. a todos los ratones 200 ul de la solucién apropiada. Se les inyecto a los ratones en el grupo de
vehiculo tampdn histidina y el grupo de tratamiento anticuerpo. Para obtener la cantidad apropiada de anticuerpo por
200 pl, las soluciones de anticuerpo se diluyeron con tampodn histidina cuando fue necesario.

Las figuras 6A y 6B y la tabla 5 A muestran que la combinacién FAP-IL-2v + Mab frente a PD-L1 mediaba en una
eficacia superior en términos de inhibicion del crecimiento tumoral, asi como una mediana de la supervivencia y
supervivencia global potenciadas en comparacion con FAP-IL-2v y Mab frente a PD-L1 solos.

TABLA 5A.
Grupo Mediana de la supervivencia en dias | Valor de p frente a control
Vehiculo 30 1,0000
muFAP-IL-2v 40 0,2190
anti-PDL1 48 0,0351*
muFAP-IL-2v + anti-PDL1 64 0,0066**
TABLA 5B.
Compuesto Dosis Tampon de formulacién Conc. (mg/ml)
DAPG DDKK en mulgG1 4B9 frente a |40 ug Histidina 20 mM, NaCl 140 mM,|5,94 (= solucién madre)
FAP-mulL2v en BL6 pH 6,0
anti-PD-L1 mulgG1 200 pg Histidina 20 mM, NaCl 140 mM,|2,54 (= solucién madre)
pH 6,0
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Ala

Fro

Thr

sSer
155

Ty

Pro

Lys

Val

Asp

60

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

140

Asp

Lya

Elu

Asp

Asp

45

Gly

A=n

TIp

Pro

Glu

125

Asn

Ile

Thr

Leu

Thr

30

Val

Val

Ber

Leun

Ala

110

Pro

Gln

Ala

Leu

15

Lau

Ser

Glu

Thr

Asn

95

Pro

Gln

Val

val

The Pro

175

Gly

His

Val

Tyr

B0

Gly

Ile

Val

Ser

Glu
160

Fro
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Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser FPhe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val
180 185 130

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
155 200 205

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
210 215 220

Pro Gly Lys

225

<210> 2
<211> 133
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> IL-2 humana (C125A)

<400> 2

Ala Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr Gln Leu Gln Leu Glu His
1 5 10 15

Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met Ile Leu Asn Gly Ile Asn Asn Tyr Lys
20 25 30

Agn Pro Lys Leu Thr Arg Met Leu Thr Phe Lys Phe Tyr Met Pro Lys
35 40 45

Lys Ala Thr Glu Leu Lys His Leu Gln Cys Leu Glu Glu Glu Leu Lys
50 55 60

Fro Leu Glu Glu Val Leu Asn Leu Ala Gln Ser Lys Asn Phe His Leu
65 70 75 80

Arg Pro Arg Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn Val Ile Val Leu Glu Leu
85 90 85

Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr Ala
100 105 110

Thr Ile Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile Thr Phe Ala Gln Ser Ile
115 120 125

Ile Sar Thr Leu Thr
130

61
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15

20

<210> 3

<211> 133
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2774 380 T3

<223> IL-2 humana mutante cuadruple (IL-2 gm)

<400> 3

Ala Pro
1

Leu Leu

Lys Ala
50

Pro Leu
65

Arg Pro

Lys Gly

Thr Ila

Ile Ser
130

<210> 4

Ala

Len

Lys

35

Thr

Glu

Ser

Val
115

Thr

<211> 290
<212> PRT
<213> homo sapiens

<400> 4

Ser Ser

Asp Leu
20

Leu Thr

Glu Leun

Glu val

Asp Len

85

Glu Thr
100

Glu Fhe

Leu Thr

Ser

Gln

Arg

Lys

Leu

70

Ila

Thr

Leu

Thr

Meat

His

55

Asn

Ser

Phe

Asn

Met Arg Ile Phe Ala Val Phe

1

5

Asn Ala Phe Thr Val Thr Vval

20

Gly Ser Asn Met Thr Ile Glu

35

Lys Lys Thr
10

Ile Leu Asn
25

Leu Thr Ala
40

Leu Gln Cys

Gly ala Gln

Asn Ile Asn
S0

Met Cys Glu
105

Arg Trp Ile
120

Ile Phe Met Thr Tyr

10

Gln

Gly

Lys

Leau

Ser

15

Val

Tyr

Thr

Leu

Ile

Fhe

Glu

60

Lys

Ila

Ala

Fhe

Pro Lys Asp Leu Tyr

25

Gln

Asn

Ala

45

Glu

Val

Asp

Ala
125

Trp

Val

Leu

Asn

30

Mat

Glu

FPhe

Lau

Glu

110

Gln

His

Glu

15

Tyr

Fro

Leau

His

Glu

35

Thr

Sar

Leu
15

His

Lys

Lys

Lys

Leau

g0

Leu

Ala

Ile

Leu

Val Glu Tyr

30

Cys Lya Phe Pro Val Glu Lys Gln Leu

40

62

45
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Asp Leu Ala Ala Leu Ile Val Tyr Trp Glu Met Glu Asp Lys Asn Ila
50 55 60

Ile Gln Phe Val His Gly Glu Glu Asp Leu Lys Val Gln His Ser Ser
65 70 75 BD

Tyr Arg Gln Arg Ala Arg Leu Leu Lys 4Asp Gln Leu Ser Leu Gly Asn
85 a0 95

Ala Ala Leu Gln Ile Thr Asp Val Lys Leu Gln Asp Ala Gly Val Tyzx
100 105 110

Arg Cys Met Ile Ser Tyr Gly Gly Ala Asp Tyr Lys Arg Ile Thr Val
115 120 125

Lys Val Asn Ala Pro Tyr Asn Lys Ile Asn Gln Arg Ile Leu Val Val
130 135 140

Asp Pro Val Thr Ser Glu His Glu Leu Thr Cys Gln Ala Glu Gly Tyr
145 150 155 160

Pro Lys Ala Glu Val Ile Trp Thr Ser Ser Asp His Gln Val Leu Ser
165 170 1735

Gly Lys Thr Thr Thr Thr Asn Ser Lys Arg Glu Glu Lys Leu Phe Azn
180 185 190

Val Thr Ser Thr Leu Arg Ile Asn Thr Thr Thr Asn Glu Ile Phe Tyr
185 200 205

Cy=s Thr Phe Arg Arg Leu Asp Pro Glu Glu Asn His Thr Ala Glu Leu
210 215 220

Val Ile Pro Glu Leu Pro Leu Ala His Pro Pro Asn Glu Arg Thr His
225 230 235 240

Leu Val Ile Leu Gly Ala Ile Leu Leu Cys Leu Gly Val Ala Leu Thr
245 250 255

Phe Ile Phe Arg Leu Arg Lys Gly Arg Met Met Asp Val Lys Lys Cys
260 265 270

Gly Ile Gln Asp Thr Asn Ser Lys Lys Gln Ser Asp Thr His Leu Glu
275 280 285

Glu Thr
2590

63
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15

20

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu
1

Gl

Tyr

Ile

Gly

Pro

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu
1

Glu

Tyre

ES 2774 380 T3

5

108

PRT

Secuencia artificial
3F2; VL

5

Ile Val Leun Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Tyr FPro Gly

Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Thr Ser Ser
20 25 30

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

Asn Val Gly Ser Arg Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Sear
50 55 &0

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
T0 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys2 Gln Gln Gly Ile Met Leu Pro
85 90 95

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

6

108

PRT

Secuencia artificial

3F2(YS); VL
6

Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
5 10 15

Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Thr Ser Ser
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu

64



10

15

a5

Ile Asn Val Gly Sar

50

Gly Ser Gly Ser Gly

65

Pro Glu Asp Phe Ala

as

Fro Thr Phe Gly Gln

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu
1

Ser

Ala

Ser

Ly=s
65

Leu

Ala

val

<210>
<211>
<212>
<213>

7

117
PRT
Secuencia artificial

3F2; VH

7

val

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Thr

8

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

GEly

Val
115

108
PRT
Secuencia artificial

100

Leu

Trp

Ser

Phe

Asn

Trp
100

Ser

Ser

Val

Gly

Ser
g5

Fhe

Ser

Arg
Thr
70

Val

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Gly

Arg
55
Asp

Tyr

Thr

Ser

Ala

E1ln

Gly

55

Ser

Arg

Ely

ES 2774 380 T3

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Fhe

Thr

The

Cys

Val
105

Gly

Ser

258

Pro

Ser

hep

Glu

Asn
105

Gly

Gln
a0

Glu

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

a0

Tyr

65

Ila
Thr
75

Gln

Ila

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Pro
60
Ile

Gly

Lya

Val

Thr

Gly

Tyr

&0

Lys

Ala

Gly

45

Asp Arg Phe Sar

Ser Arg Leu Glu

Ile Mat Leu

Gln

Fhe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Eln

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

95

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr
a5

80

FPro

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys
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15

<220>
<223>

<400>

3D9, VL

8

Glu Ile Val Leu

1

Glu Arg Ala Thr

20

Tyr Leu Ala Trp

35

Tle Tyr Gly Ala

50

Gly Ser Gly Ser

65

Pro Glu Asp Phe

Pro Thr Phe Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

100

9
117
PRT

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

a5

Gln

Secuencia artificial

3D9, VH

9

Glu Val Gln Leu

1

Ser Leu Arg Leu

20

Ala Met Ser Trp

35

Sar Ala Ile Gly

50

Lys Gly Arg FPhe

Ser

Val

Val

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Ser

Ala

Gln

Thr

55

Ser

ES 2774 380 T3

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ala

Thr

40

Gly

Arg

Gly

Ala

25

Fro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Gly

Ser

25

Fro

Sar

Asp

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

66

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

15

Gln

Ile

Leu

Fhe

Lys

Tyr

Ser

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Gly

Lys

val

Thr

Gly

Tyr

&0

Lys

Leu

Val

Fro

45

Asp

Sear

Gln

Gln

Fhe

Lau

45

Ala

Asn

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Leu

Fro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Pro

15

Ser

Leu

Fhe

Lau

Ile
a5

Gly

Ser

Trp

Sar

Leu

Gly

Sear

Leu

Ser

Glu

80

Fro

Gly

Tyz

Val

Val

Tyr
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15

20

25

&5

Leu Gln Met Asn Sar

85

Ala Lys Gly Trp Leu

100

Val Thr Val Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu
1

ser

Ala

Ser

Lys
65

Leu

Ala

val

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

115
10
117
PRT
Secuencia artificial
3D9 (TA); VH
10

Val Gln Leu Leu

Leu Arg Leu Ser
20

Met Ser Trp Val
35

Ala Ile Gly Val
50

Gly Arg Phe Thr

5ln Met Asn Ser

Lys Gly Trp Leu
100

Thr Val Ser Ser
115

11

108

PRT

Secuencia artificial

4G8; VL

11

T0

ES 2774 380 T3

75

EOD

Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

80

35

Gly Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Gly

Ser

Ala

Zln

Thr

55

Arg

Pro

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Phe

105

Gly Gly
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Ser Thr

Asp Asn

Glu Asp

Asp Tyr
105

67

Leu

FPhe

Lys

Tyr

Ser

15

Thr

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

Gly

Gln

FPhe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

110

Pro

sSer

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Tyr
85

Thr

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Leu
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15

Glu

Glua

Il=

Gly
65

Pro

FPro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ile

Len

Il=

50

Ser

Glu

Thr

val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Fhe

12

117
PRT
Secuencia artificial

Leu

Thr

20

Ala

Ser

Phe

Gly
100

4G8; VH

12

Glu Val Gln

1

Ser

Ala

Ser

Lys
&5

Ala

Leau

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gly

Len

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Trp
100

Thr

Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala

BS

Gln

Leu
5

Ser
Val
Gly
Thr

Ser
85

Leu

Gln

Ser

Gln

Thr

Thr

70

Val

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Gly

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

Sear

Asn

ES 2774 380 T3

Pro

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Phe

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

val
105

Gly

Sar

25

FPro

Sar

Asp

Glu

Asp
105

Thr
10
Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

80

E1lu

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
a0

Tyr

68

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

TIp

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Gly

Lys

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Eln

Gln

Phea

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Ser

Ser
30

Arg

Arg

Arg

Val

Pro

Sar

30

Elu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Pro
15

Len

Phe

Leu

Ile
85

Gly
15

Ser

Trp

Sar

Leu

Tyr
95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

BO

Pro

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys
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15

20

25

val

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu
1

Glu

Tyr

Ile

Gly
€5

Pro

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu

1
Ser

Ala

Ser

Thr Val Ser Ser
I15

13

108

PRT

Secuencia artificial

4B3; VL

13

Ile Val Leu

Thr
20

Ala Leu

aAla
35

Leu Trp Tyr

Tyr Ala

50

Gly Tyr

Ser Gly Ser Gly

Glu Ala

BS

Asp Phe

Thr Phe Gly Gln

100

14

117

PRT

Secuencia artificial

4B3; VH

14

5

Leu Arg Leu Ser
20

Met Ser Trp Val
35

Ala Ile Ber Gly
50

ES 2774 380 T3

Gln Ser Pro

Ser Cys Arg

Gln Gln Lys
40

Ile Arg Ala
55

Thr Asp Phe
70

Val Tyr Tyr

Gly Thr Lys

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

50

Glu

10

Leu

Gln

Gln

Ila

Thr

75

Gln

Ile

Cys Ala Ala Ser Gly Phe

25

Arg Gln Ala Pro Gly Lys

40

Ser Gly Gly Ser Thr Tyr

55

69

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Gly

Ly=

Val

Thr

Gly

Tyr
60

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gln

Gln

Fhe

Leu
45

Ala

Ser Pro
15

Gly

Ser Ser
30

Asn

Arg Leu Leu

Ser

Arg Phe

Glu
80

Arg Leu

Ile
95

Val Pro

Pro Gly Gly
13

Ser Ser Tyr
30

Glu Trp val

Asp Ser Val
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15

20

25

Lys Gly Arg Fhe Thr

65

Leu Gln Met Asn Ser

BS

Ala Lys Gly Trp Leu

val

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu
A

Glu

Tyr

Ila

Gly
65

Pro

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

100

Thr Val Ber ESer

115

15
108
PRT

Secuencia artificial

4D6; VL

15

Ile Val Leu

Arg Ala Thr
20

Leu RAla Trp
35

Gln Gly Ala
50

Ser Gly Ser

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly
100

16
117
PRT

Thr

Leu

Tyr

Sar

Gly

Ala

85

Gln

Secuencia artificial

4D6; VH

16

ES 2774 380 T3

Ile Ser Arg Asp

70

Leu Arg Ala Glu

Gly Asn Phe Asp

Gln

Ser

Gln

Sar

Thr

70

Val

Gly

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Fro

Arg

Lys

40

Als

Fhe

Tyr

Lys

105

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

105

Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

Asp
90

Tyr

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leau

Gln

g0

Glu

70

75

Thr aAla Val Tyr Tvyr

Irp Gly Gln Gly

Leu

Gln

Gln

Ila

Thr

15

Gln

Ile

Sar

Ser

Ala

Pro

a0

Ile

Gly

Lys

Leun

Val

Pro

45

ABp

Ser

Gln

110

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Val

85

Thr

Pro

15

Ser

Lei

Pha

Ila
95

80

Cys

Leu

Gly

Asn

Sar

Glu
BO

Pro



10

Glu

Sar

Ala

Ser

Lys
65

Leu

Ala

Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Val

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Thr

Gln

Ser
35

Ila

Met

Gly

Val
115

17

108
PRT
Secuencia artificial

Leu

Irp

Ser

Fhe

Asn

Trp
100

Ser

2C6; VL

17

Glu Ile Val

1

Glua

Ils

Gly
65

Pro

Arg

Leu

Tyr
50

Ser

Glu

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Lau

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

a5

Leu

Ser

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala
Bs

Glu

Cys

Arg

Ser

Ila

T

Len

Gly

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

53

Ser

Arg

Asn

Ser

Cys

Gln

Arg

Asp

Tyr

ES 2774 380 T3

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Fhe

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Gly

Sar

25

Fro

Ser

Bsp

Glu

Asp
105

Gly

Ala
25

Pro

Thr

Thr

Cys

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Iyr

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln
90

71

Leu

Fhe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Lien

Gln

Gln

Ile

Thr

15

Gln

Val

Thr

Gly

Tyr

&0

Lys

Ala

Gly

Ser

Ser

Ala

Pro
&0

Ile

Gln

Fhe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Val

Pro
45

Asp

Ser

Gln

Fro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Zer

Ser

Arg

Arg

Gln

Gly

Ser

Trp

Ser

Lien

Tyr

L

Thr

Fro
15

Ser

Leu

FPhe

Ile
a5

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Leu

Gly

Ser

Lau

Ber

Glu

80

Pro
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Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lya

100 105
<210> 18
<211> 117
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>  2C6; VH

<400> 18

Glu Val Gln Leu Leu 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 Ser Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Ala Gly Tyr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

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

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 an a5

Ala Lys Gly Trp Phe Gly Asn Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 19
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 5H5; VL

<400> 19
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Sar Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Sar Ser
20 25 30

72
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15

20
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Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Fro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45

Tle Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr ILeu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
€5 70 15 30

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Asn Gln Ile Pro
BS 30 85

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105
<210> 20
<211> 116
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 5H5; VH

<400> 20

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

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

Thr Met Ser Trp Val Arg Arg Ser PFro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

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

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu

65 70 75 80

Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 20 95

Lys Gly Trp Phe Thr Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110

Thr Val Ser Ser

115
<210> 21
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

73



10

15

<220>
<223>

<400>

2C4; VL

21

Glu Ile Val

1

Glu

Tyr

Ile

Gly

Fro

Fro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Lau

Tyxr

50

Ser

Glu

Thr

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

22

11

7

PRT
Secuencia artificial

Leu Thr

Thr Leu
20

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

FPha Ala
a5

Gly Gln
100

2C4; VH

22

Glu val Gln

1

Ser

Ala

Sar

Lys
65

Leu Arg

Met

Ala
50

Ser
35

Ila

Gly Arg

Leu Leu

Leu Ser

20

Trp Val

Ser Gly

Phe Thr

Gln

Ser

Gln

Ile

Thr

70

Val

Gly

Glu

Cys

Ser

Ile
T0

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

ES 2774 380 T3

Fro

Arg

Lys

40

Ala

Fhe

Tyr

Lys

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Gln
a0

Glu

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

74

Lau

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Leu

Fhe

Lys

Tyr

Ser
75

Ser

Ser

Ala

Pro

&0

Ile

Gly

Lys

val

Thr

Gly

Tyr

&0

Lys

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Asn

Gln

FPhe

Ala

Asn

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Gln

Fro

Ser

3o

Elua

Asp

Thr

Pro

15

Ser

Leu

Fhe

Ile
85

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Leu

Gly

Asn

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Gly

Tyr

Val

Vval

Tyr
BO



10

15

20

25

Leu Gln Met Asn Ser

B5

Ala Lys Gly Trp Phe

100

Val Thr Val Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

115

23

108
PRT
Secuencia artificial

2D9; VL

23

Glu Ile Val

1

Glu

Tyr

Ila

Gly
65
Pro

Fro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Arg

Tyr
50

Ser

Glu

Thr

Ala

hla

35

Gly

Gly

Asp

Fhe

24

117
PRT
Secuencia artificial

Leu

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

2D9; VH

24

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala
ES

Gln

Glu Val Gln Leu Leu

&

5

ES 2774 380 T3

Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

a0

95

Thr Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu

Gln

Ser

Eln

Ser

Thr
70
Val

Gly

Ser

Cys

Eln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Pro

105

Gly

Arg Ala

Lys
40

Ala

Phe

Tyr

Lys

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
145

Thr Leu

10

Ser Gln

Gly Gln

Gly Ile

Leu Thr
75
Gln Gln

Glu Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Gly

Lys

Leu

Val

Bro

45

Asp

Ser

Asn

110

Ser

Ser
30

Arg

Gln

Pro
15

Ser

Phe

Leu

Ile
85

Gly

Ser

Ser

Glu
20

Pro

Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

10

75

15



10

15

Ser

Sar

Lys
65

Leu

Ala

Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Leu Arg

Met Ser
35

Ala Ile
50

Gly Arg

Gln Met

Lys Gly

Thr Val
115

25
108
PRT

Leu
20

Trp

Ser

Fhe

Asn

100

Sar

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Fhe

Sar

Secuencia artificial

4B8; VL

25

Glu Ile Val Leu

1
Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Pro

Arg Ala

Leu Ala
35

Tyr Gly

50

Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Gly
100

Thr

Tyr

Sar

Gly

Ala

a5

Gln

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Thr

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Ala

GEln

Gly

55

Ser

Arg

Pro

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

ES 2774 380 T3

Ala

40

Gly

Arg

Ala

FPhe

Fro

Arg

Lys

40

Ala

Fhe

Tyr

Lys

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp
105

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cya

Val
105

Gly

Gly

Thr

Asn

ASP

Tyr

Thr
10
Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

a0

Glu

76

Fhe

Lys

Tyr

Sear

15

Thr

Trp

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

15

Gln

Ile

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Ser

Ser

Ala

Fro

&0

Ile

Gly

Lys

Fhe

Leun

45

ARla

Asn

Val

Gln

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gln

Sar

30

Elu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Ser

Ser
30

Arg

Val

Ser

Trp

Sar

Leu

Tyr

95

Thr

Pro
15
Ser

Phe

Ile
895

Tyr

Val

Val

Tyr
80

Cys

Gly

Ser

Sar

Glu
80

Pro
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15

20

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

26

117
PRT
Secuencia artificial

4B8; VH

26

Glu Val Gln Leu

1

Ser

Ala

Ser

Lys
65

Leu

Ala

Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Leu

Mat

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Thr

Arg Leun
20

Ser Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Gly Trp

100
Val Ser
115

27

108
PRT
Secuencia artificial

7A1; VL

27

Ser

Val

Gly

Thx

Ser

B85

Leu

Sar

Glu Ile Val Leu Thr

1

5

Glu Arg Ala Thr Leu

20

Tyr Leu Ala Trp Tyr

35

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Gly

Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu

Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Asn

ES 2774 380 T3

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Phe

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp
105

25

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

10

Leu

Fhe

Lys

Tyr

Sar

75

Thr

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

&0

Lys

Ala

Gly

Gln

Fhe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thy

Tyr

Gly
110

Ser

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Leu

Pro Gly

Ser Ser Ser

30

Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu

40

77

45



10

15

20

ES 2774 380 T3

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Fhe Ser
50 55 &0

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Pha Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80

FPro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cy= Gln Gln Gly Gln Gln Ile Pro
85 90 95

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105
<210> 28
<211> 117
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 7A1; VH

<400> 28

Glu Val Gln Leu Leu 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 Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ala Tle Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 a0

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

Leu Gln Met Asn Sar Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 g0 95

Ala Lys Gly Trp Phe Gly Asn Phe Aap Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr val Ser Ser

115
<210> 29
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 13C2; VL

<400> 29

78



10

Glu

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Ile

Arg

Leu

Tyr

Ser

Glu

val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

hAsp

Fro Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

30

117
PRT
Secuencia artificial

Leu

Thr

Trp

Ala

Ser

Fhe

Gly
100

13C2; VH

30

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

ES 2774 380 T3

Pro

Arg

Lys

40

Ala

FPhe

Tyr

Lys

Gly

Ala

Fro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Thr

19

Ser

Gly

Gly

Gln
90

Glu

79

Leu

Gln

=ln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

sSer

Ser

Ala

Pro

Ils

Gly

Lys

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gln

Ser

Ser

Arg

Arg

Lau

Fro

15

Ser

Leu

Fhe

Leu

Ile
a5

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro



10

Glu Val Gln Leu Leu

Ser Leu Arg Leu Ser
20

Ala Met Ser Trp Val
35

Ser Ala Ile Ser Gly
50

Lys Gly Arg Phe Thr
65

Leu Gln Met Asn Ser
a5

Ala Lys Gly Trp Leu
100

Val Thr val Ser Ser

115
<210> 31
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 13ES8; VL

<400> 31

Glu Ile Val Leau Thr
1 5

Glu Arg Ala Thr Leu
20

Tyr Leu Ala Trp Tyr
35

Ile Tyr Gly Ala Ser
50

Gly Ser Gly Ser Gly
65

Glu

Cys

Ser

Ile

T0

Leau

Gly

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr
70

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Fro

Ser

Cys

Gln

Arg
55

Asp

ES 2774 380 T3

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Fhe

Pro

Lys
40

Ala

Phe

Gly

Saer

25

Fro

Eer

Asp

Glu

Asp
105

Gly

Ala
25

Pro

Thr

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Thr

ASD

AsSp

90

Iyr

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

80

Leu

Fhe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Irp

Gln

Gln

Ile

Thr
75

Val

Thr

Gly

Tyr

&0

Lys

Ala

Gly

Ser

Sar

Ala

Pro
1]

Ile

Gln

Fhe

Leu

45

Ala

ASn

Val

Gln

Leu

Val

Pro
45

Asgp

Ser

Fro

Ser

30

Elu

A=p

Thr

Ivr

Gly
110

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Gly
15

Ser

Irp

Ber

Leau

Iyr

95

Thr

Pro

15

Ser

Leu

FPhe

Gly

Iyr

Val

val

Tyr

80

Cys

Leu

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu
80



ES 2774 380 T3

Fro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Leu Asn Ile Pro
85 90 95

Ser Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 32
<211> 117
5 <212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 13E8; VH
10

<400> 32

Glu val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
i 5 10 15

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

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 a5

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 &0

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 B0

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
g5 a0 95

Ala Lys Gly Trp Leu Gly Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Sar Sar

115
15 <210> 33
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

20 <220>
<223> 14C10; VL

<400> 33

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser FPro Gly
25 1 5 10 15

81



10

15

Glu

Ile

Gly
65

Pro

Fro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Arg

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Fha

34

117
PRT
Secuencia artificial

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Fhe

Gly
100

14C10; VH

34

Glu Val Gln

a}

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Val

Leu Arg

Met

Ala

Ser
a5

Ile

Gly Arg

Gln Met

Lys

Thr

Ala

Val
115

Leu

Leu
20

Ser

Fha

Asn

Trp
100

Ser

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

BS

Gln

Ser

Val

Gly

Thr

Ser
85

Ser

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Glu

Cys

Eer

Ila
T0

Leu

Gly

Cys

Gln

Tyr

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

Sar

Arg

Pro

ES 2774 380 T3

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Phe

Ala

25

Fro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp
105

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

=lu

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Tyr

82

Gln

Gln

Ile

Thr

T5

E=ln

Ile

Leu

Fhe

Lys

Tyr

Sar

75

Thr

Trp

Ser

Ala

FPro

&0

Ila

Gly

Lys

Val

Thr

Gly

Tyr

&0

Lys

Ala

Gly

Val Ser Ser

Pro

45

Asp

Sar

His

Gln

Fhe

Len

45

Ala

Asn

val

Gln

30

Arg Leu

Arg Phe

Ile

Pro

Ber

30

G3lu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Ile
a5

Gly
15

Ber

Trp

Ser

Lau

Tyr

Thr

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Gly

Val

Val

Tyr
B0

Cys

Leu
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15

20

<210> 35
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 17A11; VL

<400> 35

Glu Ile Val Leu Thr
1 5

Glu Arg Ala Thr Leu

Tyr Leu Ala Trp Tyr
35

Ile Tyr Gly Ala Ser
50

Gly Ser Gly Ser Gly
&5

Pro Glu Asp Phe Ala
g5

S8er Thr Phe Gly Gln
100

<210> 36

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 17A11; VH

<400> 36

Glu Val Gln Leu Leu
1 5

Ser Leu Arg Leu Sear
20
Ala Met Ber Trp Val
35

Ser Ala Ile Ser Gly
50

Gln

Ser

Gln

Ser

Val

Gly

Glu

Cys

Ser

Ser

Cys

Gln

Arg
55

Asp

Tyr

Ser

Ala

Gln

Gly
55

ES 2774 380 T3

Pro Gly Thr
10

Arg Ala Ser
25

Lys Pro Gly
40

Ala Thr Gly

Phe Thr Leu

Tyr Cys Gln
a0

Lys Val Glu
105

Gly Gly Gly
10

Ala Ser Gly
25

Ala Pro Gly
40

:zly Ser Thr

83

Leu

Gln

Gln

Ile

Gln

Ile

Leu

Phe

Lys=

Iyr

Ser

Ser

hla

Pro

&0

Ile

Gly

Lys

val

Thr

Gly

Tyr
&0

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Leu

Gln

Phe

Leu
45

Ser

Ser

30

ALg

Arg

Asn

Pro

Ser
30

Glu

Asp

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ile
95

Gly
15

Ser

Irp

Ser

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

=14

Pro

Gly

Iyr

val

Vval
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15

20

Lya Gly Arg FPhe Thr

&85

Leu Gln Met Asn Ser

85

Ala Lys Gly Trp Leu

100

Val Thr Val Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

115

37

108
PRT
Secuencia artificial

19G1; VL

37

Glu Ile val Leu Thr

3

Glu

ITyr

Ile

Gly
&5

Pro

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Leu

Asn

50

Sar

Glu

Thr

Ala

35

Val

Gly

Asp

Phe

38

117
PRT
Secuencia artificial

Thr

20

Gly

Ser

FPhe

Gly
100

19G1; VH

38

5

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

ES 2774 380 T3

Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Aan Thr

70

Leu Arg Ala Glu Asp

Gly Pro Phe Asp Tyr

Gln

Ser

Gln

Arg

Thr

70

Val

Gly

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

105

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Th

a0

Thr Leu
10

Ser Gln

Gly Gln

Gly Ile

Leu Thr

75

Gln Gln
90

Glu Ile

84

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Gly

Lys

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

Ile

Thr Ala Val Tyr

Trp Gly Gln Gly

110

Ser

Thr

30

Arg

Arg

Arg

Met

Leu

Tyr

25

Thz

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu

Tyr
BO

Cy=s

Leu

Gly

Ser

Leau

Ser

Glu

80

Pro



10

Glu Val Gln Leu Leu Glu

Ser Leu Arg Leau Sar Cys
20

Ala Met Ser Trp Val Arg
35

Ser Ala Ile Ile Ser Ser
80

Lys Gly Arg Phe Thr Ile
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu
85

Ala Lys Gly Trp Phe Gly
100

Val Thr Val Ser Eer

115

<210> 39

<211> 108

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>  20G8; VL

<400> 39

Glu Ile Val I.eu Thr Gln

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Sar

20

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln
35

Ile Asn Val Gly Ser Arg

50

Gly Ser Gly Ser Gly Thr
&5 70

Pro Glu Asp Phe Ala Val
B85

Ber

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Sar

Cys

Gln

Arg

Asp

Tyr

ES 2774 380 T3

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Fhe

Fro

Arg

Lys
40

Ala

FPhe

Tyr

Gly

Sar

25

Fro

Leu

Asp

Glu

Asn
105

Gly

Ala

25

Fro

Thr

Thr

Cysa

Gly Leu Val Gln

Gly Phe Thr Phe

Gly Lys Gly Leu
45

Thr Tyr Tyr Ala
60

Asn Ser Lys Asn
75

Asp Thr Ala Val
90

Iyr Trp Gly Gln

Thr Leu Sar Leu
10

Sar Gln Sar val

Pro Gly Gly

Ser Ser Tyr
30

Glu Trp Val

Asp Ser Val

Thr Leu Tyr
80

Tyr Tyr Cys
85

Gly Thr Leu
110

Ser Pro Gly
15

Thr Sar Sar
30

Gly Gln Ala Pro Arg Leu Lau

45

Gly Ile Pro Asp
60

Leu Thr Ile Eer
75

Gln Gln Gly Ile
30

85

Arg Phe Ser

Arg Leu Glu
80

Met Leu Pro
95
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Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105
<210> 40
<211> 117
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 20G8; VH

<400> 40

Glu Val Gln Leu Leu 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 Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

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

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
&5 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
g5 g0 95

Ala Lys Gly Trp Phe Gly Gly Phe Asn Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Sar Sar

115
<210> 41
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 4B9; VL

<400> 41

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

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Thr Ser Ser
20 25 30

86
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15
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Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala
35 40

Ile Asn Val Gly Ser Arg Arg Ala Thr Gly Ile Pro
50 55 &0

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
&5 70 75

Fro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly
BS a0

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105
<210> 42
<211> 117
<212> PRT
<213>  Secuencia artificial
<220>
<223> 4B9; VH
<400> 42
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr
20 25
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly
35 40
Ser Ala Ile Ile Gly Ser Gly Ala Ser Thr Tyr Tyr
50 55 &0
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys
65 70 15
Leun Gln Met Asn Ser ILeu Arg Ala Glu Asp Thr Ala
a5 90

Ala Lys Gly Trp Phe Gly Gly Phe Asn Tyr Trp Gly
100 105

Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 43
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

87

Pro Arg
45

Asp Arg

Ser Arg

Ile M=t

Gln Fro

Phe Ser
30

Leu Glu
45

Ala Asp

Asn Thr

Val Tyr

Gln Gly
110

Leu Leu

FPhea Ser

Leu Glu

Leu Pro
85

Gly Gly
15

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80

Tyr Cys
95

Thr Leu



5

10

15

20

<220>
<223>  5B8; VL
<400> 43

Glu Ile Val Leu

1

Glu

Tyr

Ile

Gly
65

Fro

Fro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Arg

Leu

Asn

50

Sar

Glu

Thr

Ala

Ala

35

Val

Gly

Asp

Phe

44

117
PRT
Secuencia artificial

Thr
20

Trp

Gly

Sar

FPhe

Gly
100

5B8; VH

44

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Gln

Ser

Gln

Arg

Thr

70

Val

Gly

Ser

Cys

Gln

Arg

Tyr

Thr

ES 2774 380 T3

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Lau

Gln

30

Elu

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

715

Gln

Ile

Ser Leu

Ser Val

Ala Pro

45

Pro Asp

60

Ila Sar

Gly Ile

Lys

Ser

Thr

30

Arg

Arg

Met

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Lau

Leu
55

Gly

Ser

Leu

Ser

Elu

80

Pro

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

1

Sar

Ala

Ser

Lys
65

5

10

Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly

20

25

Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Fro Gly

35

40

Ala Ile Trp Gly Gly Gly Arg Ser Thr

50

55

Ely Arg Fhe Thr Ile Ser Arg Asp Asn

70

88

FPhe

Lys

Tyr

Ser
75

15

Thr Phe Sar Sar

30

Gly Leu Glu Trp

43

Tyr Ala Asp Ser

&0

Lya Asn Thr Leu

Tyr

Val

Val

Tyr
80
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15

20

25

Leu Gln Met Asn Ser

Ala

vVal

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

1

Glu

TyC

Ila

Gly
65

85

Lys Gly Trp Phe
100

Thr Val Ser Ser
115

45

108

PRT

Secuencia artificial

5F1; VL

45

Ila Val Leu Thr

Arg Ala Thr Leu

Leu Ala Trp Iyrc
35

Asn Val Gly Sar
50

Ser Gly Ser Gly

ES 2774 380 T3

Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

90

95

Gly Gly Phe Asn Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu

Gln

Ser

Gln

Arg

Thr
70

Ser

Cys

Gln

Arg

Asp

105

Fro Gly

Arg Ala
25

Lys Pro
40

Ala Thr

Phe Thr

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Leu

Gln

Glno

Ile

Thr
75

sSer

Ser

Ala

Pro

&0

Ile

Val

Fro

45

Asp

Sar

Pro Glu Asp Fhe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Ile

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys val Gla Ila Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

85

1n0
46
117
PRT
Secuencia artificial

5F1; VH

46

105

a0

89

110

Ser

Thr

Arg

Arg

Arg

Met

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu
95

Gly

Ser

Leu

Sar

Glu

BO

Pro
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Glu Val Gln Leau Leau Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val 5ln Fro Gly Gly

Ber Len hrxg Lemw Ser Tys Rhla Ala Ser Gly Phe Thr Fhs Ser Ser Tyr
20 25 20

fila Mat Sar Trp Val krg Gln Rla Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 43

Sar Rla Tle Tle Sar Sar Gly Rla Sar Thr Tyr Tyr Rla Rsp Sar Val
50 85 &0

Lye Gly hRrg Fhe The Ile Sar Rrg Asp Rsn Ser Lye Asn Thr Leu Ty
a5 T0 TE 80

Lay Gln Mat kzn Sar Leu Arg Rla Glu Rsp Thr Rla Val Tyr Tyr Cys
85 90 g5

Ela Lyg2 Gly Trp Fhe Gly Gly Fhe kgn Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
1040 105 11ad

Val Thr Wal Sar Ser

115
<210> 47
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 14B3; VL

<400> 47
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Brc Gly
1 L 10 13

Zlu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Wal Thr Ser der

90



10

ITyr

Il=

Gly

Bro

BPro

<210>

<211>

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gla

Sar

Ala

Car

Ala

Vial

240

Lau Ala TIp
15

Aen Val Gly
50

Ser Gly Ser

slu Asp Phe

Thr Phe Gly
140

48
117
PRT

Tvr

Ser

Gly

Ala

BS

=ln

Secuencia artificial

14B3; VH

48

yval Glo Isau

lan Arg Lau
20

Met Sar Trp
35

Ala Ile leu
R0

Fly Arg Fhe

Fln Maet Azsn

Lys Gly TIp
100G

Thr Val Ser
115

Sar

Val

Ala

Thr

far

4]

Fhe

fer

Gln

ALY

Thr

Yal

Gly

Glu

Cvx

Arg

Ear

Ile

10

Gly

Gln

ALy

55

Asp

Tyr

Thir

Sar

Ala

Eln

Gly

LSl

Ser

Arg

Gly

ES 2774 380 T3

Lys

a0

Ala

Fhe

Tyr

Ly=

Gly

Ala

Ala

410

Ala

Arg

Ala

Fhe

25

Pro

Thr

Thx

Cys

Val
10%

GEly

Ser

25

Fre

Ile

ASp

Flu

Azn
105

Gly

Gly

Leu

G1ln

20

Glu

GEly

Gly

Ely

Thr

Asn

ASp

30

Tyr

91

Gln

Il=

Thr

Gln

Il=

Lieru

FPhe

Lys

Tyr

Ser

=

Thr

Trp

Ala

Fro

€0

Il=

Gly

Lys

val

Thr

Ely

Tyr

60

Lys

Ala

Ely

Fro

45

AP

Sar

Tle

Glo

Tha

Leu

45

Ala

Val

Eln

0

Arg

ALY

Aryg

Mal

Fro

Ser

30

Elu

Asp

Thr

Tyr

Ely
110

Lau

Fha

Leu

Lau
25

Gly

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

85

Thr

Lau

Sar

=lu

Fro

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

oye

Leu
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

Glu

Tyxr

Ile

Gly
&5

Fro

Fro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

49

108
PRT
Secuencia artificial

16F1; VL

49

Ile

nrg

AED

S0

ser

=1lu

Thr

val

ala

Ala

33

Val

Gly

Asp

Phe

50

117
PRT
Secuencia artificial

Len

Thr
20

Trp

Gly

ser

[ 2a] Y

Gly
100

16F1; VH

50

Glu Val Gln Leu

1

Ser Leu Arg Leu

20

Ala Het Ser Trp

3s

Boaxr Gly Ile Ile

Thr

Leu

Tyr

Sar

Gly

Ala

g5

Gln

Lau

Ser

Val

Gly

Gln

SeT

Eln

ALCg

Thr

T0

val

Gly

311

Cya

ArG

sar

Sar

Cva

Eln

ALCgQ

33

REp

Tyxr

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

ES 2774 380 T3

Fro

Rrg

1ys

a0

Als

Ehe

Ty

Ly=a

Gly

Ala

Ala

44

Gly

Gly

Aala

25

Fro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Gly

sar

25

Pro

Ila

Thr

10

Ser

=1y

Gly

Len

Gl

80

Glu

Gly

1a

Gly

Gly

The

92

Laun

Gln

Eln

Ile

Thr

75

Gl

Ila

Lau

Phe

Lya

Tyr

Sar

Ser

Ala

Fro

60

Ile

Ely

Ly=a

Val

Thr

Gly

Tyr

Lau

val

Fro

43

Asp

Ser

Ilw

E1ln

Phe

Leu

45

AKla

Sar

Thr

30

Arg

Arg

Arg

Mat

Pro

Sar

31

Glu

Az=p

Fro

15

Ser

Layl

Phe

Len

Lau
45

=ly

1E

Ser

Trp

s3ar

Gly

Ser

Layl

Sar

Glu

30

Fro

Gly

Tyr

Wal

Val
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a0

Lys Gly

Leawa Glo

Bla Lys

Val Thr

<210> 51

Arg

Mat

=1y

Val
115

<211> 108
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 51

alu Ila
1

Glu Avg

Tyr Lan

Ila Asn
50

=ly Ser
65

Pro Glu

Fro Thr

<210> 52

<211> 11

Tal

Ala

35

Yal

=ly

Aap

Fha

7

<212> PRT

<213>

<220>
<223>

Fha

F2%=1 41

Trp
100

Ear

16F8; VL

Lau

Thr

20

Txp

Gly

Sar

Phe

Gly
100

16F8; VH

Thr

Sar

B85

Fhe

Secuencia artificial

Thr

Lau

Tyx

Sar

=ly

Ala

85

Gln

Secuencia artificial

55

ES 2774 380 T3

&0

Ile Ser Arg Asp Asn 5&r Lys Aan Thr Lsu Tyr

TQ

=

EQ

Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Yal Tyr Tyr Cya

o0

85

Gly 51y FPhe &sn Tyr Trp Gly Gln G1y Thr Leo

Fln Sar

far Cye

Gln Gln

Arg Arg
55

Thr Aap
TG

Yal Tyr

Gly Thx

Fro

Arg

Lya

40

Aln

Fha

Tyr

Lya

103

Gly

Ala

25

Pxeo

Thr

Thr

Cya

val
105

Thro

1%

Sar

Gly

Gly

Lau

Gln

a0

Glu

93

Lau

Eln

Gln

Ila

Thr

15

Gln

Ila

Sar Lau

Sar Val

Ala Pro

45

Fro Asp

60

Ila Ser

Gly Ile

Lysa

110

gar

Thr

30

Arg

Arg

Fro

15

Sar

Leu

Pha

Lau

Leu
a5

Fly

Sar

Leu

Sar

=lu

Gl

Preo
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15

<400>

=lu

Sar

Ala

Sar

Lys

£S5

Lau

Ala

Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

=lu

&l

Tyr

Ila

Gly

52

Val

Len

Mat:

Ala

S0

Gly

Gln

Ly=

Thr

53

zln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Mt

Gly

val
11%

108
PRT
Secuencia artificial

Leu Legu

Leu Ser
20

Trp val

Lew Gly

Pha Thr

Amn Sar
S

Trp Phe
100

Zer Ser

03C9; VL

53

Ile

Arg

T

AREn

50

Sar

Val

ARla

Ala

35

yal

Gly

Leu Thr

Thr Leu
20

Trp Tyr

=ly Sar

Sar Gly

GGlu

Cya

Arg

Har

Ile

0

Lau

Gly

cln

Ser

Gln

Arg

Thr

Her

Ala

Gln

Gly

=

Eer

Aryg

Gly

Ser

Cys

Gln

Arg

A=p

ES 2774 380 T3

Gly

Ala

Ala

41

Gly

Arg

Ala

Phe

Pra

Arg

Ly&

a0

Ala

Pha

Gly

Zar

25

Pro

Zar

Asp

lu

Azn
105

Gly

Bla

25

Fra

Thr

Thr

Gly

1

Gly

Gly

Thre

Asn

Asp

g

Tyr

Thr

10

Ser

=ly

Gly

Lau

94

Lgu

Fha

Lys

Tyr

Sar

15

Thr

Trp

Leu

Gln

Gln

Ila

Thr

wval

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Ser

Ser

Ala

Fra

a0

Ila

Gln

Fha

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Leu

Val

Fra

45

Asp

Sar

Pro

Sar

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Ser

Thr
30

Arg

Arg

Arg

Gly
15

Sar

Trp

Sear

Lau

Tyxr

25

Thr

Pro

1%

Ser

L&

Pha

Lau

Gly

Tyr

Vval

Val

Tyr

&0

Cys

Lan

Gly

Ser

S5er

Glu



10

15

20

£5

70

ES 2774 380 T3

75

an

Fro Glu Asp Phe Ala ¥Val Tyr Tvr Cys Gln Gln Gly Ile M=t Lau Pro

g5

an

Erg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Tle Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

Zer

Ala

Sar

Lys
&5

Ala

Yal

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

100

54

117

PRT

Secuencia artificial

03C9; VH

54

Wal G1ln Leu Leu

Leuw Arg Leu Ser
z0

Met Ser Trp WVal
35

Ala Ile Tle Gly
Lale]

=ly Arg Fhie Thr

Eln Met Asn Ser

Lye Gly Trp Fhe
100

Thr Yal Ser Ser
11%

55

108

PRT

Secuencia artificial

02D7; VL

55

Glu Ser

Cvws Ala

Arg Sln

Sar Gly
85

Ils Ser
70

Leu Arg

Gly Gly

Gly

Aln

Setr

40

Ser

Ala

Ehe

105

Gly

Jer

23

Fra

Asan

hsp

Glu

ASsn
105

Gly

14

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Tyr

95

Leu

Fhe

Lys

Tyr

Ser

15

Tht

Trp

Val

Thxr

Gly

Tyr

&0

Lys

Ala

Gly

Gln

Fha

Leu

45

Ala

Asn

Yal

Gln

Prao

Jer

KLY

=lu

Asp

Thr

Tyt

Gly
110

25

Gly
15

Jer

Trp

Ser

Leu

Tyt

85

Thr

Gly

FPhe

Val

Val

Ty

B

Cya

Leu



10

Glu

Glu

Tyr

Il=

Gly
65

Brae

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

SeT

Ala

Ser

Lys

&5

leu

Ala

Ile Val Leu Thr

Arg Ala Thr Leu
Fat

Leu Ala Trp Tyr
a3

hen Val Gly Ser
50

Ser Gly Ser Gly

Glu Asp Phe Ala
BS

The FPhe Gly Gln
140

56

117

PRT

Secuencia artificial

02D7; VH

56

val Gln Leu Leu

Leu Arg Leu Ser
21

Met Ser Trp Val
33
Ala Ile Ser Gly

50

Gly Arg Fhe Thr

GFln Met Agn Seor

lyaz Gly Trp Ehe

Glno

Ser

Gln

Arg

The

LY

Wal

Gly

Glu

Cy¥3

Arg

Sar

Ile

0

Leu

Gly

Ser

Y5

Gln

Arg

i5

Asp

Tyr

The

Sar

Ala

Gln

Gly

=0

Ier

Ary

Gly

ES 2774 380 T3

Frg

Arg

Ly s

44

Ala

Fhe

Tyr

Lys

Gly

Ala

Ala
40
Gly

Areg

Ala

Fhe

Gly

Ala

245

Pro

The

The

Cys

Val
145

Gly

Ser

25

EFrp

Sar

Axsp

E31lu

A

The

10

Fer

Gly

GEly

Leu

Gln

o4

E1u

Gly

Gly

Gly

Thr

BAxn

Asp

Tyr

96

Leu

Gln

Gln

The

The

75

Gln

Il=

Fha

Ly=s

Tyr

Fer

73

Thr

Trp

Jer

Fer

Ala

Fro

64

Tl=

Ala

Lys

val

Thr

Gly

Tyr

1]

Lys

Ala

Gly

Leu

val

Pra

415

hep

Ser

Tle

Gln

Fhsa

Leu
415
Rla

Asn

Yal

Gln

Ser

The

30

Arg

Arg

Arg

Met

Fro

Sar

20

Glu

AsD

Thr

Tyr

Gly

Pra

13

Ser

Leu

FPhe

Leu

Leu
95

Gly

Sar

Trp

Sar

Tyr
55

Thr

Gly

Ser

Len

Ser

GLlu

80

Bro

Gly

Tyr

Val

val

Tyr
84d

cys
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100 105 110

Val Thr Val Ser Ser

<210>
<211>
5 <212>
<213>

<220>
<223>

10
<400>

GElu
1

Glu

Tyr

Ile

Gly
65

Fro

Fro

15 <210>
<211>
<212>
<213>

20 <220>
<223>

<400>

115

57

108

PRT

Secuencia artificial

28H1; VL

57

Ile YVal Leu Thr 8ln Ser Fro Gly Thr Leu Ser Lew Ser Fro Gly
S 19 15

Arg Ala Thr Leu Sar Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Sar Erg Ser
20 25 30

Leu Ale Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ales Pro Arg Leu Leun
35 49 45

Ile Gly Ala Ser Thr Azrg Rla Thr Gly Iles Froc Rsp Rrg Fhe Ser
50 55 60

far 31y Sar 5ly Thr Aszp Fhe Thr Lau Thr Ile Sar Ryg Lau Glu
Ta TS 50

Glu Asp Fha Als Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Gln Val Ila Fro
85 90 95

Thr Fhe Gly Gln Gly Thr Lys ¥al Glu Ile Lys
100 105

58

116

PRT

Secuencia artificial

28H1; VH

58

Glu Val Gln Ieu Iseu Glu Ser GBly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

L) 10 15

Ser Leun Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Sar Sar His

25

20 25 30

97



10

15

Ala Mat

Zar Ala
5D

Gly Arg

Gln Mat

Lyz Gly

Thy Val

<210> 59
<211> 10

Ser
35

Ila

Fhe

ALY

Trp

Earxr
115

8

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Trp Val

Trp Ala

Thr Ile

Sar

Lau
35

Lau Gly

100

Earxr

<223> 22A3; VL

<400> 59

Flu Il=
1

Glu Arg

Tyr Leu

Ile Aan
50

Gly Sar
[

Froe Glu

Pro Thr

<210> 60
<211> 11

Yal

Ala

Ala

Yal

Ely

Aap

Phe

7

Leu

Thr

20

Tep

Gly

Sar

Phe

Gly
100

Thr

Leu

Tyr

Sar

Ely

Ala

g5

Eln

ES 2774 380 T3

Arg Gln Ala
40

Sar Gly Glu
Eh

fer Arg Asp
70

Arg Ala Glu

Aan Fha Aap

=ln Ser Fro

Sar Cys Arg

Eln Eln Lys
40

Arg Arg Ala
55

Thr ASD Phe
0

Val Tyr Tyr

Fly Thr Lys

Fro

Gln

Aan

Asp

Tyr
105

Ely

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cya

Val
105

Gly Lys Gly Leu Glu

45

Tyr Tyr Ala Asp Sar

&0

fer Lys Aan Thr Len

75

Thr Ala Yal Tyr Tvr

50

Trp

Thr

gar

Ely

Gly

Lau

Gln

a0

alu

98

Gly Gln Gly Thr

Leu

=ln

Gl

Ile

Thr

=]

Gln

Ila

Ser

Ser

Ala

Pra

610

Ile

Gly

Lys

110

Leu Ser

wal Thr

37

Pro Arg

Asp Arg

S&r ADg

Ile Met

Trp

Yal

Tyr

cvs

1

Lau

Pro

gar

Leu

Phe

Lau

Leu
a5

Yal

Ly&

Len

Ala

Yal

Ely

gar

Leu

Sar

=lu

8q

Pro
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15

20
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 22A3; VH
<400> 60
Glu Val Gln Leu Lew Glu Ser Gly Gly Gly Len Val Gln Fro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Ten Arg Len Ser Cyzx ARla Ala Ser Gly Fhe Thr Phe fer Ser Tyr
20 25 an
hla Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Fro Gly Lys Gly Lou Glu Trp ¥al
35 49 45
Ser Ala Tle Tle Sly Ser Gly Ser Ile Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser val
50 55 €0
Lys Gly Arg Pbe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
%) 10 7h ao
Lau Gln Mat Asn Sear Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cvsa
g5 G0 45
hRla Lys Gly Trp Fhe Gly Gly Fhe fan Tyr Trp Gly Glo Gly Thr Leon
150 10% 114
Wval Thr V¥al Sar Sar
115
<210> 61
<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 29B11; VL
<400> 61

Glu Ile Val Lau Thr Gln 2ar Pro Gly The Lau Sar Leau Sar Pra Gly
1 5 14 15

Glu Arg Ala The Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Thr 2er Ser
20 25 3q

Tyr L= Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Fro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
as a0 45

99
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15

20

ES 2774 380 T3

Ila Asn Val Gly Sar Arg Aryg Rla Thr
&D L1
Ely Sar Gly Sar Gly Thr Rsp Pha Thr
&b 70
Fro Glu sep FPhe ala Val Tyr Tyr Cys
£5
Fro Thr FPhe Gly Gln Gly Thr Lys Yal
100 105
<210> 62
<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 29B11; VH
<400> 62
Glu vVal Gln Leu Lew Glu Ser Gly Gly
1 5
Ser Leu Arng Leu Jer Cys Ala Ala Ser
20 25
Ala Mat Ser Trp Val Arg Gln Ala Fro
35 a0
Ser Ala Il= Ile Gly Ser Gly Gly Ils
S0 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
a5 gy
Leun Gln Met Asn Ser Leu Arg ala Glu
a5
Ala Lys Gly Trp Phe Gly Gly Fhe Aan
100 105
V¥al Thr Val Ser Ser
115
<210> 63
<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

Gly

Lau

Eln

20

Flu

Gly

14

Gly

Gly

Thr

Asn

ASE

Tyr

100

ILla

Thr

T5

Eln

Tle

Lzu

Fhe

Ly=

Tyr

Eer

15

Thr

Trp

BEes Azsp Arg Phe Ser

&0

Ileé Sar Arg Lau Glu

£0

Ely Ile Mst Leu Fro

Lys

Yval

Thr

Gly

Tyr

&0

Ly=

Ala

Gly

=1n

Fhe

Lau

15

hla

AEND

YVal

&ln

Pro

Ser

Glu

hap

Thr

Tyr

Gly
110

35

Gly

15

Ser

Irp

Ser

Leu

Tyr

Thr

Tyr

val

val

I'yre

ao

Cya

Leu



10

15

<223>

<400>

23C10; VL

63

Zlu Ila val

1

Flu

Tyr

1l=

=1y

FIo

Fro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu
1

Sarx

Rla

Sar

Ly=
&5

hrg

Lau

1l=

S0

Sar

EFlu

Thr

64
11

Rla

Ala

as

Gly

=1y

Asp

Fhe

7

PRT
Secuencia artificial

Lau

Thre

20

Trp

Ala

Car

Fhe

=1y
100

23C10; VH

64

Val Gln

Leu Arg

Mgt Sar

Ala Ile

5a

Gly Arg

35

Leu

Trp

Sar

Phe

Thr

Lew

Ser

Ely

Ala

a3

Eln

Leu

Sar

Wal

Thr

Thrx

=ln

Sar

&ln

Thr

Thr=

i

Val

Ely

Glu

Cys

Ary

ARan

Ile
T

Sar

cys

&ln

Axrg

55

Rep

Tvr

Thr

Eer

Ala

Gln

Gly

Sar

ES 2774 380 T3

Fro

Rrg

Lys

40

Ala

Fha

Tvr

Lys

Gly

Ala

Ala

40

ARan

Gly

Ala

25

Pro

Thr

The

Cys

Yal
1658

Gly

Sar

25

Fro

Tyr

Thr

14

Der

Gly

Gly

Eln
90

Elu

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asan

101

Lan

aln

Gln

Il=

The

15

Eln

Il=

Leu

Fhe

Lys

Tyr

Sar
=]

Ser

Ser

hla

Fro

60

Ilm

Ely

Lys

YVal

Thy

Gly

Tyr

(1]

Ly=

Lan

Wal

Pro

45

hsp

Sar

Eln

Gln

Fhe

Lgu

45

Ala

Asan

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Val

Pro

Sar

GElu

Aap

Thr

Fro

15

Lean

Fhe

Leu

Il=
85

Gly
15

Sar

Tep

Sar

Lau

Gly

Sar

Lean

Ser

=ln

Fro

Gly

Sar

Val

Val

Tyr



10

15

20

25

ES 2774 380 T3

Len Gln Met Asn Ser Leg Ary Rla Glu Rsp Thr Ala vVal Tyr Tyr Cys
85 ¥0 ¥5

Ala Lys Gly Trp Leua Gly Rrsn Phe Rsp Tyr Trp Gly Glo Gly Thr Leo
1pc 105 114a

Yal Thr Yal Ser Ssr

11:
<210> 65
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CH1A1A 98/99 2F1; VL

<400> 65

Aap Ila Gln Mat Thr &ln 5er Pro Ser 5S5er Leu 5er Ala Ser Yal Gly
1 > 10 15

Asp Arg VYal Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Ala Ala ¥al Gly Thr Tyr
20 25 34

val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ilsa

Tyr Sear Ala Sar Tyr Arg Lys Arg Gly Val Fro Ser Arg Phe Sar Gly
50 55 60

Sar Gly Sar 3ly Thr Asp Pha Thr Leu Thr Ile Sar Sar Lau Gln Pro
RS T L a0

Slu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr C¥s His Gln Tyr Tyr Thr Tyr Pro Leu
1) e Iv} a5

Phe Thr Phe Gly Gln Sly Thr Lys Leu Slu Ile Lys

10a 145
<210> 66
<211> 121
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CH1A1A 98/99 2F1; VH

<400> 66

Gln Val Gln Leun Val Gln Sear Ely Ala 3lun Val Lys Lys Pro Ely Ala
1 5 10 15

102



10

Sar val

Gly Met

Gly Trp
=0

Lys Gly
&5

Het Glu

Ala Arg

Gln Gly

<210> 67
<211> 10

Ly=

AzZn

33

Ila

Arg

Leu

Try

Thr
115

8

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Val
20

Trp

bxn

Val

Arg

Asp

100

Thr

Sar

Yal

Thr

Thr

Ser

8BS

Fhe

Val

Cys

Arg

Lys

Fha

T0

Len

Ala

Thr

<223> CH1A1A 98/99 2F1; VL

<400> 67

Asp Ile

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser
50

Zer Gly
&5

=lu Asp

=ln

Val

Trp

i5

Ala

Ser

Phe

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Ely

Ala

Thr Gln

=

Ila Thr

=ln =ln

Tyr Arg

Thr Asm

The Tye

as

T0

ES 2774 380 T3

Lys ARla

&ln Ala
40

Thr Gly
=k

Thr Thr

Arg Ser

Tyr Tyr

Val Ser
120

Jer Pro

Lys Pro
a0

Lys Arg
55

Phe Thr

Tye Cva

Ear

25

Fro

Gl

hep

Asp

Yal

105

Ser

Jer

Alm

25

=ly

Gly

L

Hiz

Gly Tyr

ly <ln

Ala Thr

Thr Sar
T5

Aep Thr
a0

Flyu Ala

Jer Len
10

Sar Alm

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile

75

Zln Tye
o0

103

Thr

Gly

Tyr

Thr

Ala

Met

3er

Ala

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Iha

Lau

43

Val

Eer

Yal

bsp

Ala

al

LyB

4%

Arg

Ser

The

Thr

a0

Glu

zlu

Thr

TyE

Ty
110

Ser

=1y

IO

Leu

Phea

Lenu

Tyr

Glu

TIE

Glu

Rla

TyrE

35

Tre

Tal

15

Thr

Leu

Ser

Eln

Pro
as

Pha

Met

Fhe

Tyr

BO

Cys

=1y

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

a0

Leeu



Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

<210>

<211>
5 <212>

<213>

<220>

<223>
10

<400>

GEln

ser

GBly

Gly

Lys
65

HMet

Ala

Gln

15 <210>
<211>
<212>
<213>

20 <220>
<223>

<400>

68
121
PRT

100

Secuencia artificial

CH1A1A 98/99 2F1; VH

68

Val Gln

Yal Lys

Met Asn
35

Trp Ile

Gly Arg

Elu Lan

Areg Trp

Ely The
115

69
592
PRT

Leu

val

20

Tre

Agn

val

Arg

Aap

100

Thr

Val

Ser

val

Thr

Thr

Sar

a5

Phe

val

Secuencia artificial

HC de Fab-botén en Fc (LALA P329G) de 28H1-IL-2 gm

69

=1ln

Cys

Lysg

Fha

0

Lau

Ala

Thr

Ser

Lys

Z1ln

Thr

55

Thr

Axrg

Tyr

val

ES 2774 380 T3

Ely

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Sarc

Tyr

Sar
120

105

Ala

Sar

25

Pxc

Elu

Azp

Asp

Val

10%

Sar

Elu

1%

Gly

3ly

Ala

Thr

Azp

Glu

Vval

Iyr

Eln

Thr

Sar

15

Thr

Ala

Ly3a

Thr

=1y

Ivyr

60

Thr

Ala

Met

Lys

Phe

Lau

4%

val

Sar

Yval

Azp

Pro Gly
15

Thr Glu
3¢

Glu Trp

Glu Glu

Thr Ala

Iyr Tyr

9%

Tyr Trp
110

Ala

Phe

Met

Phie

Ive

g8

Cys

Gl

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

1

5

14

15

Ser Len Arg Len Ser Cys hla hla Ser Gly Fhe Thr Fhe Ser Ser His

25

20

25

104

an



Rla

Jer

Gly

Gln

Lys

The

Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Leu

alu

Lys

Met

Ala

50

Arg

Met

Gly

Yal

Ser

130

Ly

Leu

Leu

Thr

Yal

210

Pro

Phe

Yal

Phe

Zer

a3

Ile

FPha

Aen

Tre

Ser

115

Ser

Aap

Thre

Tyr

=1ln

135

Asp

Pro

Pro

Thr

Arn
275

TIp

The

Ser

Leu

100

Ser

Lys

Ty

Ser

Eer

130

Thr

Lys

Cys

Pro

oyE

260

Trp

Yal

Ala

Ile

Leu

BS

Gly

Ala

Ser

Phe

Ely

1&5

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

245

Val

Tyr

Arg

Jer

Ser

140

Arg

Agn

Ser

Thr

Pra

150

Val

Ser

Il

Val

Rla

220

Pro

Val

Val

G1ln

Gly

5

Arg

Ala

Phe

The

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

falu

215

Pro

Lys

Val

AEp

ES 2774 380 T3

Rla

40

Glu

Asp

Glu

Asp

Lys

120

Gly

Pra

Thre

Val

Asn

200

Pro

Glu

Asp

hsp

Gly
2810

Pro

=1n

Azn

hER

Tvr

105

Gly

Gly

Val

Fhe

Val

185

Val

Lys

Ala

Thr

Fal

265

Val

Gly

Tvr

Ser

Thr
ad

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Ala

Leu

250

Ser

Glu

105

Lys=

Tyr

Lys

15

Ala

Gly

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

Hisz

Cys

Gly

235

Met

His

Val

Gly

Ala

&l

Azn

Yal

=1n

Val

Ala

140

Ber

Val

Pro

Lys

Asp

220

Gly

Il=

alu

Hi=

Leu

45

Asp

The

Tyr

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Bro

205

Lys

Pro

SE&r

Asp

A=n
285

Gl

Ser

Leu

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

AZn

Gln

Ser

120

Ber

Thr

Ser

ATy

Pro

270

Rla

Trp

Yal

Tyr

Cys

25

Leu

Leu

Cys

Ber

Ser

175

Ser

Asn

His

Val

Thr

253

31lu

Lys

Yal

Lys

Leu

B0

Ala

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thrx

Thre

Phe

2490

Fro

Val

Thr



Lys

Lau

303

Lys

Lys

oy

Lye

@ln

385

Ely

&1n

REBT

Ely

Sar

465

Gln

lye

Leu

Prec

290

Thr

Yal

Ala

Ary

Gly

370

Pro

Ser

&ln

Hie

Ser

450

Thr

Hie

ABL

ATqg

Val

Sar

Lys

355

Pha

Flu

Fha

Gly

Tyr

435

Ely

lye

Ile

Lau

T

w15

Gly

alu

Lau

Asn

Gly

340

Elu

Ty

AST

Fha

Asn

420

Thr

Ely

ly=

Leu

Thr

S00

Eln

Ala

Flu

His

Lys

325

Fln

Lanu

Pro

ABT

Lanu

105

Tal

Gln

Ely

Thr

ABT

425

Ala

Cye

Gln

Fln

Eln

3l

Ala

Pre

Thr

Sar

Tyr

390

Tyr

Pha

Lye

Ely

Eln

170

Gly

Lys

T

fer

Tyr
293

Asp

Lan1

ATqg

Lys

375

Lys

Sl

Sar

Far

Sl

457

Teana

Ile

Pha

Elu

Lys

ES 2774 380 T3

Asn

Tzp

Ely

Flu

AATI

360

Ile

Thr

Lys

Cye

Lau

440

Ely

Eln

ABT

Ala

Flu

520

ABT

Zer

Lau

Ala

PFreo

345

Eln

Ala

Thr

Layu

Sar

125

Far

Ely

ABN

Mat-

05

Flu

Phe

Thr

AAT

PEC

330

Fln

Val

val

rro

Thr

410

val

Lau

Ely

Flu

Tyr

420

PES

Eis

106

Tyr

Ely

315

Ile

Val

bk oy

Elu

rro

395

Val

Mat

Far

Ely

Him

475

Lys

Lys

Lys

Leu

Arg

304

Ly

Elu

Tyr

Lay

Trp
380

val

Hie

Fro

Ala

467

Lany

ARO

Lys

Pro

Arg

Val

Elu

Lys

Thr

Trp

365

Elu

Lau

Liys

Elu

Gly

4435

Ero

Lany

Pro

Ala

Ly

225

Proc

Val

TyT

Thr

Lau

354

Cye

Sar

Asp

Sar

Ala

430

Gly

Ala

Lys

Thr
510

Glu

Arg

Sar

Lys

Ile

335

Pro

Ly

AEn

Ser

Arg

415

Gly

Sar

Asp

Len

485

GElu

Glu

s

Val

Cys

320

Sar

Pro

val

Ely

Asp

404

Trp

Him

Gly

Sar

Tiany

480

Thr

Ly

Val

Len



10

Ile
545

Tht

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

=l

Fer

Ser

Lys

65

Len

Ala

Val

Lanu
145

530

535

ES 2774 380 T3

Sar Asn Ile Asn Val Ile Val Lau Glu Lau

550

S&5

Phe Met Cya Glu Tyr Ala Asp Glu Thr Ala

5&k

570

Aan Arg Trp Ile Thr Phe Ala Gln Sar Ile

70
593
PRT

580

Secuencia artificial

585

HC de Fab-botdn en Fc (LALA P329G) de 4G8-IL-2 gm

70

val =ln

Leu Atg

35

Ala Ile
30

Ely Arg

Zln Mat

Lys Gly

Thr val
115

Pro Ser
130

Val Lys

Len

Leu
21

Trp

Ser

Phe

A=zn

Tcp

100

ser

Gar

Asp

Len Elu
3

Ber Oy

Val Arg

Gly Ser

Thr Ile
TQ

Sar Len
g5

Len Gly

ser Ala

Lys Ser

Tyr FPhe
150

Ser

Ala

Eln

Gly

Ser

Arg

hsn

Ser

Thr
135

Fro

Gly

Ala

Alw

a0

Gly

Arg

Ala

Phe

Thr

120

Ser

Glu

Gly

Ber

25

Bro

Ser

Aap

(YR

Asp

105

Lys

=ly

Fro

cly

=Fly

GEly

Thr

Asn

Aszp

10

Tyr

Ely

Ely

val

107

Leu

Phe

Lys

Tyr

ser

75

Thr

TTp

Pro

Thr

Thr
155

540

Lyd

Thr

Ile

Vyal

Thr

GEly

Tyr

&0

Lym

Ala

Gly

ser

Ala
140

val

Gly

Ila

Sar

=ln

Phe

Lay

4%

Ala

Aan

Val

=ln

Val

125

Ala

sar

Sar

YVal

Thr
San

Pro

ser

3q

F1lu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Phe

Lew

TCp

=lu

=Flu

575

Lau

Gly

Ber

Trp

Ser

Teu

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Agan

The
540

Phe

Thr

Gly

Ty

Val

Val

Tyr

20

Cys

Leu

Teu

oS

Sar
Leh



Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

225

Fhe

Pro

al

Thr

Val

ans

oys

Ser

Fxro

val

Gl

385

Rap

Ala

Zly

Gly

Lya

210

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

200

Tan

Lys

Lys

Cys

Lys

iTg

Sln

Gly

Ian

Lau

Thr

19%

Val

Fro

The

Val

Fha

275

Frp

Thr

val

hla

Rrg

35%

Gly

EFrpo

Car

Thr

Tyr

130

Gln

Asp

Fro

Frp

Thr

260

AST

Arg

Val

sar

Lys

340

BEp

Pha

Slu

Fha

Sar

14%

Eer

Thr

Lya

Cys

Erp
245

Cya

Irp

Glu

Teau1

Asn

azs

Gly

Glu

Iyr

Azn

FPha

Leu

Tyr

Lya

EFro

230

Ly=

val

Ivr

Zlu

Hia

310

Lys

Zln

Teaun

Proc

Azn

390

Tean1

val

Ser

Ile

Val

215

Ala

Ero

val

Val

Zln

205

Gln

Ala

Fro

Thr

Sar

aTs

Tyr

Tyr

ES 2774 380 T3

Hia

ger

Cys

200

Glu

Fro

Ly=a

val

AIp

280

Tyr

Asp

Lau

Arc

Lysa

ied

Azp

Lys

Sar

Thr

val

1%

Arn

Fro

Glu

Asp

Asp

2BE

Gly

Agn

Trp

Gly

Glu

345

ABTL

Ila

Thr

Ly=

Fhea

170

val

Yal

Lya

Ala

Thr
250
Val

Val

Zar

Lian

Ala

330

EBEro

Gln

Ala

Thr

Lan

108

Fro

Thr

Arn

Ser

Ala

235

Leu

Ser

Glu

Thr

AST

al1s

Fro

Gln

val

Val

Erao

385

Thr

Ala

val

Hig

Cy3a

220

Gly

Het

Hia

val

Tyr

340

Gly

Ila

Val

Ser

Glu

380

Brao

val

Yal

Pro

Lya

2035

Asp

Gly

Ile

Glu

His

285

Arcg

Ly=a

Glu

Tyr

Lan

385

Trp

Val

Asp

L

ger

130

Pro

Ly=

Pro

Ser

Aap

270

ASn

val

Glu

Lys

Thr

350

Trp

Glu

Lau

Lys

Gla

1715

Jar

Ser

Thr

Sar

Arg
2585
Pro

Ala

val

Tyr

Thr

335

Lau

Cysa

sar

Rzp

Sar

Sar

Sar

Aen

His

val

240

Thr

Glu

Ly=s

Zar

Ly=

3240

Ile

Bra

Lau

Asrn

Sar

404

Areg



10

Prp

Hiz

Gly

Ser
465

Lau

Thr

Val

Fhe

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

=ln

Asn

Gly

450

Ser

5ln

Arg

Lya

L

520

Ila
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Lizyg

Ile

Thr

Leyg

446
PRT
Secuencia artificial

Hat

500

His

fudn

Sar

Fhe

Agn
ERO

Ila

4B5

Tz

Leu

Gly

ALSn

Hat
3%

ALy

Thr

Glo

ala

Ile

550

Cys

Trp

Asn

Ala

Cys

Gln

535

Asn

Glu

Il=
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Ely

Lya

L&u

=20

Ser

YVal

Tyr

Ila

Fhe

505

Glu

Ly&

Il

Ala

Fhe
REE

%] 4]

490

Ala

Glu

&sEn

Wal

A=p

&M

Rla

HC de Fab-ojal en Fc (LALA P329G) de 28H1

74

Yzl Gln

Mt

Rla
50

hry

hrg

3er

33

Ile

Pha

Leu

20

Trp

Trp

Thr

Leu

Sar

al

Ala

Ila

Glo

CyE

Rrg

Ear

Eer
T

Eer

Ala

G1lo

Gly
E5

Ary

Gly

Ala

kla

40

Glua

Asp

Gly

Ser

25

Fro

Gl

Fa¥=5 48

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

sar

17

P21 ]

Mat

Glu

Fh=

RS

555

Glu

Gln

Leau

Fhe

Lys

Tyr

Lya
15

Tyr

Fra

Le&u

Hia

540

Glu

Thr

Serx

Val

Thr

Gly

Rla

&0

BEn

Ly4a

Ly=a

Lys

a25

Liayg

Ien

Ala

Ile

Gln

Fhe

Leu

45

Aap

Thr

AEn

Ly&

510

Prao

Arg

Lya

Thr

Ile
AR50

Pro

BEer

3n

Glo

Her

Len

Fra

495

Ala

Leu

Fra

Gly

Ila

57h

Ser

Gly
15

Ser

Trp

Val

Ty

Lya

Thr

Glu

hrg

Ser

560

val

Thr

Gly

Hi=

Val

Lya

Leau
20



Gln

Lys

Thr

Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

305

Lys

Gly

val

Ser

130

Lys

Leu

Leu

Thr

val

210

Pro

Phe

val

Phe

Pro

290

Thr

Val

Asn

Trp

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

val

Ser

Ser

Leu

100

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Asn

Leu

B3

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

245

val

Tyr

Glu

His

Lys
325

Arg

Asn

Ser

Thr

Pro

150

val

Ser

Ile

val

Ala

230

Pro

val

Val

Gln

Gln

310

Ala

Ala

Phe

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

295

Asp

Leu
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Glu

Asp

Lys

120

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

200

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Gly

Asp

Tyr

105

Gly

Gly

Val

Phe

Val

185

Val

Lys

Ala

Thr

val

265

Val

Ser

Leu

Ala

Thr

90

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Ala

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro
330

118

Ala

Gly

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Cys

Gly

235

Met

His

Val

Tyr

Gly

315

Ile

Val

Gln

val

Ala

140

Ser

val

Pro

Lys

Asp

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

130

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Tyr

Thr

Cys

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

His

Val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile
335

Ala

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

240

Pro

val

Thr

Val

Cys

320

Ser
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Lys

Car

Ly=

Gln
385

Gly

Gln

Asn

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

3l

Car

Ala

tar

Lys

G5

Leu
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Ala Lys Gly Gln Froo Arg Glu Fro Gln
340 345

Arg Aap Glu Leu Thr Lys Aan Gla Val
255 360

Gly Fhae Tyr Fro Sar asp Ils Ala vVal
e L 375

Frrr Glu Aan Asn Tyr Lys Thr Thr Fro
280

Ser Fhe Phe Leu Val Ser Lys Leu The
40%5 410

Gln Gly Asn Val Fhe Ser Cy= Ser Val
420 425

His Tyr Thr &Gln Lys Ser Leu Ser Leu
415 440

75

447

PRT

Secuencia artificial

HC de Fab-ojal en Fc (LALA P329G) de 4G8

75

val Gln Ley Lew Glu Ser Gly Gly Gly

Lau Arg Lav Ser Cys hla Ala Ser Gly
20 25

Met Ser Trp Val Rrg Gln Rla Fro Gly
35 40

Ala Tle Sar ly Ser Gly Gly Serc Thr
50 1

Gly Arg Fha Thr Ile Ser Arg Asp hAsn
70

Gln Met Asn Ser Len hrxg Rla Glu Asp
835 a0

119

YVal

Ber

Glu

FPro

395

Val

Eer

L1

The

Lys

TyrC

Sar

15

Thr

Cyd

Leu

Irp

IE0

Val

Aap

His

Pro

Val

Thr

Gly

TyrC

60

Lys

hla

Thr

Haer

185

Glu

Leu

Lyd

Glu

Gly
445

Eln

The

Len

a5

Rla

Asn

Val

Leu

350

Sar

Aap

Ser

Ala

430

Ly=

Fro

Ber

ag

Gln

AEE

Thr

Tyr

Pro

Ala

Asn

Her

ATy

415

Len

Gly
15

2er

TIp

Ser

Len

TyrT
a5

Pro

Val

Gly

Asp

440

Izp

His=s

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys



Ala

Val

Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

225

Phe

Pro

Val

Thr

Val

305

Cys

Ser

Lys

Thr

Pro

130

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

290

Leu

Lys

Lys

Gly

Val

115

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

195

Val

Pro

Phe

Val

Phe

275

Pro

Thr

Val

Ala

Trp

100

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

260

Asn

Arg

Val

Ser

Lys
340

Leu

Ser

Lys

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

325

Gly

Gly

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

230

Lys

vVal

Tyr

Glu

His

310

Lys

Gln

Asn

Ser

Thr

135

Pro

Val

Ser

Ile

Val

215

Ala

Pro

val

Val

Gln

295

Gln

Ala

Pro
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Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Pro

Lys

val

Asp

280

Tyr

Asp

Leu

Arg

Asp

105

Lys

Gly

Pro

Thr

val

185

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Gly

Glu
345

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

170

val

vVal

Lys

Ala

Thr

250

vVal

Val

Ser

Leu

Ala

330

Pro

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asn

Ser

Ala

235

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Pro

Gln

120

Gly

Ser

Ala

140

Val

Ala

Vval

His

Cys

220

Gly

Met

His

Vval

Tyr

300

Gly

Ile

Vval

Gln

Val

125

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

205

Asp

Gly

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Cys

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

1390

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

270

Asn

Val

Glu

Lys

Thr
350

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

255

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

335

Leu

Leu

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn

His

Val

240

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro



10

Pro

Val

Gly

385

Asp

Trp

His Asn

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

=lu

Sar

Ala

Sar

Lys

&3

L

Ala

Ser Arg

355

Lys Gly

370

Gln Pro

Gly Ser

Gln Gln

His

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

Leu

Pro

Asn

Thr

Ser

Lys
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360

375

390

405

420

435

76

447
PRT
Secuencia artificial

HC de Fab-ojal en Fc (LALA P329G) de 4B9

76

Fal

Len

Matl

Ala

S0

Gly

Gln

Ly=

Gln

Axg

Zar

35

Ile

Arg

Mt

Ely

Tyr

Lau

Leun
20

Trp

Ilm

Fha

BT

Trp
100

Asn

Thr

Sar

Val

=ly

Thr

Sar
L

Fhs

Leu

Val

Gln Lys

Glu

Cys

Aryg

Sar

Ila

70

Lau

=1y

Tyr

Val

Phe

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

425

440

Sar

Ala

Gln

=1y

Sar

E1ly

Gly

Ala

Rla

4G

Rla

Arg

Ala

Fhrus

Leu

Gly

Sar

25

Erd

Smr

AER

Elu

Asn
105

Gln Vval

Ala Val

Thr Pro

395

Leu Thr
410

Ser Val

Ser Leu

Gly

Lo

Gly

Gly

Thre

AEN

Amp
aa

Tye

121

Ser

Glu

380

Pro

Val

Met

Ser

Len

Fha

Lya

Tye

Ser

T3

The

Trp

Leu

365

Trp

vVal

Asp

His

Pro
445

Val

Thr

Gly

Ty

60

Lys

Ala

Gly

Ser

Glu

Leu

Lys

Glu

430

Gly

Gln

Fha

Lgu

45

hla

Azn

wal

=ln

Cys

Ser

Asp

Ser

415

Ala

Lys

Fra

Sar

30

=lu

Aep

Thr

Ty

Gly
110

Ala

Asn

Ser

400

Arg

Leu

Gly
15

Sar

Trp

Smp

Lan

Tyr
55

The

Gly

Tyr

Wal

Tal

Tyr

Bo

Cys

L



Val

Ala

Leu

145

Gly

gar

Lenu

Thr

Thr

225

Phe

Bro

Val

Thr

val

305

Cys

Ser

Pro

Thr

Pra

130

val

Ala

Gly

Gly

Tys

210

Cys

Leu

Glu

ILys

Iye

290

Len

ys

Ive

Fer

Val

115

Sar

Lys

Lau

Lau

Thr

135

Val

Pro

Phe

al

Phe

275

Pra

Thy

Val

Ala

Arg
335

Sar

Sar

Rap

Thr

Tyr
140

Gln

Aep

Pro

Bro

The

Ze0

Aen

ArQ

val

Far

Iys

30

Rep

Sar

Iyw

Tyr

Ser

165

Sar

Thr

Tys

Cys

Pra

245

oys

Trp

Glu

Len

Aen

325

Gly

11

Ser

Phe
15D

1y

Lau

Tyr

Lys

Brao

230

Lys

Val

Tyr

Glu

His

310

ys

Gln

LT

Ser

Thr

135

Pro

Val

Sar

Ile

Val

215

Pra

Val

Val

Gln

235

=1l

Ala

Pra

Thr
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Thr

120

Sar

=1lu

His

Sar

Cye

200

z1lu

Brao

Iye

Val

290

Tyr

REp

Leuw

Arg

Lys
36D

Lys

E1ly

Pr&

Thr

Val
185

Asn

Bra

Glu

Asp

Aep

287

Gly

Aan

TEP

Gly

Glu

345

ABt

a1y

=1y

Val

Phe

170

Val

Wal

Lys

Ala

Thr

230

Val

Val

Her

Leu

Ala

330

Pro

F1lt

122

Bro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Aan

Sar

Ala

235

L

Sar

GFlu

Thr

heh

313

Bra

Gln

Val

fer

Ala

140

Val

Val

Hing

oys

220

Gly

Met

His

Val

Tyr

oo

Ely

Ile

Val

Fer

Wal

125

Ala

ser

Wal

Pro

Lyna

203

Asp

Gly

Ile

Glu

Hisg

285

Arg

1ys

Flu

Cys

Leu
385

Phe

Leu

Trp

Leu

far
130

Pro

Lys

bro

Ser

Asp

2310

hen

Val

z1lu

lys

Thr

3z0

Fer

Pro

=1y

Fln
175

far

Ser

The

Ser

Arg

235

Bra

Ala

Val

Tyr

Thr

335

Lenu

Cye

Leu

Cvs

Ser

1ed

fer

far

His

Val

240

Thr

Elu

lys

ger

Lys

320

Ile

Pro

hla
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Val

Ely
1EE

Asp

Trp

Hia

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

Elu

Tyr

Ile

Ely

G5

Fro

Fro

Ala

lys Gly Fhe Tyr
arn

Gln Pra Glu Asn

Gly Ser Phe Phe
405

Gln Gln Gly Asn
420

Asn Hia Tyr Thr
435

77

215

PRT

Secuencia artificial

LC de Fab de 4G8

77

Ile Val Leu Thr

Arg Ala Thr Len
20

Leu Alza Trp Tyr
a5

Ile Gly Ala Ser
ED

Ser Gly Ser Gly

Glu k3p Fha Rla
a5

Thr Fhe Sly Sln
100

Fro Ser YWal Fhe
1.5

Bro

Asn

380

Len

Val

Gln

=ln

Set

Gln

Tht

Thr

1o

Val

aly

Ile

Ser

375

Tyr

Yal

Fhe

Lya

Ser

Cys

Gln

i3]

53

AsT

Tyr

Tht

Ehe
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Azp

Lyes

Ser

Ser

Ear
440

Fro

Ay

Lys

40

Ala

Fhe

Tyr

Lys

Ero
1z0

Tla

Thr

Lya

Cys

425

Lau

Gly

Alm

25

Fro

Tht

Thr

cys

Yal

108

Fro

Ala

Thr

Lenu

410

Sear

Sar

Thr

19

Jer

Gly

Gly

Len

ln

540

Glu

Ser

123

Val

Pro

325

Thr

¥ral

Lau

Len

Gln

Zln

Ile

Tht

15

ln

Ile

Asp

Fln
380

P

Yal

Ear

Ber

Jer

Ala

Pra

&0

Ile

Gly

Lys

=lu

Trp

Yyal

Aap

His

Pra
445

Leun

val

Pro

45

het

Ser

Zln

Arg

=ln
125

Flu

Lau

Lya

Glu

430

Gl

Ser

Ber
30

hrg

hrg

Arg

Yal

The

11D

Leu

Ser

Asp

Ser

415

Ala

Lya

Prao

15

Arg

Leu

Fhe

Len

Tle

85

Yal

Lys

Asn

Bar

440

Arg

Len

Gly

Jer

Leu

Jer

=lu

BO

Fro

Ala

Ser
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15

Gly

Ala
145

ELln

Sar

Tyr

Sar

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Pro

Ala

Thr
130

Ly=

Glu

Sar

ARla

Phea
210

Ala

val

Ser

Thr

Cys

Ber

Gln

val

Lau

Wal Val

Tre Lys

150

Thr =lu

1€5

180

Glu

1495

RaEn

78
215
PRT

Secuencia artificial

LC de Fab de 3F2

78

Ile

Arg

Leu

Asn

50

Ser

Glu

Thr

Pro

Val

Ala

Ala

35

vVal

Gly

Asp

Phe

Ser

Ary

Leu

Thr

20

Trp

Gly

Ser

Phe

Gly
100

Val

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Phe

Thr Lau

Yzl Thr

Gly 5lu

Gln Ser

Ser Cys

Gln Gln

Arg Arg

55

Thr Asp

70

Val Tyr

Gly Thr

Cy=

125

val

=1ln

Sar

His

Cys
215

40
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Leu Leu

Az A=n

hst

Ser

Lys hRla

135

Gln Gly

200

Pro Gly

Arg Ala

25

Lys Pro

Ala Thr

Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

105

Thr
10

Ser

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Asn

Ala

Lya
170

R3p

Lau

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Asn

Lau
155

hsp

Tyr

Ear

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Gly

Lys

Fhe
130

Glo

Ser

Glu

Ear

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

Ile

Arg

Tyr

Ear

Tho

Ly=s

Fro
205

Ser

Thr

30

Arg

Arg

Arg

Met

Thr
110

Fro

Gly

Ty

His
130
Val

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu

95

Val

Arg

Azn

Ser
175

Ly=

Thr

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Ala

Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser

124

Gln

Eer
160

Leayg

val

Lys
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115 120 125
Gly Thr Ala Sar Val Vel Uys Lau Leu Azn Azn Phe Tyr PFre Arg Glu
130 135 140
Ala Lya Val Gln Trp Ly= Val Asp Asn Ala Leau Gln Ser Gly Asn Sar
145 150 155 160
Gln Glua Ear Val Thr Glu Gln Asp Ssr Lya Asp Sar Thr Tyr Sar Leu
165 170 175
Sar S5ar Thr Isag Thr Iag Sear Lys Ala &zp Tyr 3lo Lys Bis Lys Val
130 135 190
Tyr Ala Cya Gld ¥Yal Thr His Gln Gly Led Ser Sar Pro Vil Thr Lys
185 200 205
ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215
<210> 79
<211> 594
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> HC de Fab-botén en Fc (LALA P329G) de 4B9-IL-2 gm (2)
<400> 79
Glu ¥al Gln Lau Lau Glu Ser Gly Glv Gly Leu Val Gln Fro Gly Gly
1 7] 19 15
Sar Leu Arg Leu Sar Cys Ala Ala Ser Gly Fha Thr Fhe Ser Ser Iyrc
20 25 30
Ala Met fer Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Sly Lean Glo Trp val
is 40 45
Ser Ala Ile Ile Gly Ser Gly Ala Ser Ihr Iyr Iyr Ala asp Ser Val
EQ L1 {71l
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Sar Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
€5 mn 75 BO
Leu Gln Met Asn Ser Leuw Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tye Cys
85 a0 95
Ala Lys Gly Trp Fhe Gly Gly Phe hAsn Tyr Tryp Gly Gln Gly Thr Leu
140 105 110

125



Val

Ala

Laua
14%

Gly

Ser

Lau

Thr

Thr

225

Bhe

Pro

Wal

Thr

WVal

308

owE

Ser

Pro

Tk

Pro

130

Wal

Ala

Ely

Gly

Ly&

210

oyg

Leu

Elua

Lysg

Lys

250

Lem

Lys

Lys

cys

Val
115

Sar

Lys

Leu

Leu

Thr

135

Val

Ero

Bhe

Val

Ehe

275

Ero

Thr

Wal

Als

Arg

Bgr

Sar

AEp

Thr

Tyr

120

Gln

Asp

Fro

Pro

Thr

280

Asn

Val

Ser

Lys

340

Rsp

Bgr

Lys

Iyr

Sar

145

Ser

Thr

Lvs

Cya

Bro

245

Cys

Trp

Elo

Lem

Asn

325

Gly

Glu

Ala

Ear

Fha
LS50

Gly

Leu

Tyre

Lvs

Bro

230

Lvs

wal

Tvr

Elu

Hisz

3LlD

Lysg

Eln

Lem

Bgr

Thr

138

Frao

val

Ser

Ila

wval

215

Bro

val

Wal

Eln

255

Gln

Ala

Pro

Thr

ES 2774 380 T3

Thr
120

=55

Glu

Hia

Ser

Cya

200

Elu

Bro

Lvys

wval

Asp

2E0

Tyr

Asp

Len

1y=s

Lys

Fra

The

Val

185

Azn

Pro

=lu

Asp

Asp

245

Gly

Asen

Irp

Gly

=lu

345

Ezn

Gly

Gly

Val

Pha

170

Val

val

Lya

The

250

val

Val

Ser

Leu

Ala

330

Pra

Zln

126

Pra

Thr

Thr
155

Pra

Thr

Aan

Sar

Ala

235

Leu

Har

=lu

Thr

Azn

Il5

BPra

Eln

Yal

LSer

140

Val

Ala

Val

Hia

Cya

220

Ely

Met

Hiz

Val

Tyr

300

Gly

Il=

Val

Ser

Val
125

Als

Sar

wal

Fra

Lya

205

Asp

=ly

Il=

=1lu

His

285

Arg

Lys

Eln

Tyt

Leu

Phe

Lau

Trp

Lau

Ber

120

Pra

Lys

Fro

Ser

Asp

270

Asan

Val

Glu

Lye

Thr
250

Trp

Pro

Gly

Aan

Eln

175

Ser

Sar

Thr

Ser

Arg

255

Dro

Ala

Val

Tyr

Tht

333

Leu

Cys

Liau

Cya

Sar
160

Sar

Ser

Aan

Hisz

Yal

240

Thr

=lu

Lys

Ser

Lyz

320

Il=

Pro

Leu



ES 2774 380 T3

355 380 365

Val Lys Gly Fhe Tyr Pro Ser Rsp Ile Ala Val Glu Trp ¢lu Ser Een
370 375 380

Ely Gln Fro Glu Asn Asn Tvyr Lys Thr Thr Frao Fro Val Len Rep Ser
285 350 355 400

Asp Gly Ser Fhe Fhe Lew Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 410 415

Trp Gln Gln Gly RA=n Val Fhe Ser Cyx Ser Val Met Hix Glu Ala Leu
420 425 430

HEis Asn His Tyr Tht Gln Lys Ser Len Ser Len Ser Pro Gly Gly Gly
435 440 445

Sly Sly Ser Sly Sly Sly Sly Ber Gly Gly Gly Gly Ser Ala Frao Ala
450 455 460

Ear Ser Ser Thr Lys ILys Thr Gln Leu Gln Leu Glu His Leu Leu Leu
465 470 475 420

Asp Leu Gln Met Ile Lew Asn Gly Ile Aen Asn Tyr Lys Asn Fra Lys
485 450 4585

Leuw Thr Arg Met Leu Thr Ala Lys Fhe Ala Met Fro Lys Lys Ala Thr
ECD 505 510

Glu Leu Lys His Leu Gln Cys Leu Glu Glu Glu Leu Lys Pro Leu Glu
El5 BZD 525

3lu Val Leuw Asn Gly Ala Gln Ser Lys Asn Fhe His Len Arg Pro Arg
530 535 540

Asp Leuw Ile ZSer Asn Ile Asn Val Ile Val Leu Glu Leu Lys Gly Ser
E4E 550D 555 560

Glu Thr Thr Fhe Met Cy=s Glu Tyr &la &sp Glu Thr &Ala Thr Ile Val
BE5 870 575

Slu Fhe Lew Asn Axg Trp Ile Thr Phe Ala Gln Jer Ile Ile Ser Thr
20 EER 52D

Leu Thr

127
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

80

447
PRT
Secuencia artificial

ES 2774 380 T3

HC de Fab-ojal en Fc (LALA P329G) de 4B9

80

Glu ¥al Gln

1

Zer

Ala

Sar

Ly=

£5

Leu

Ala

WVal

Ala

Lau

145

Gly

Leauy

Met

Ala

50

Gly

Gln

Ly=

Thr

Pra

130

Val

Alas

Arg

Sear

Tl=a

Arg

Mat,

Gly

WVal

115

Ser

Lye

Leu

Leu

Lau
20

Trp

Tla

Phe

AED

Trp

0o

Serx

Ser

AEp

Thr

Leu

ser

Val

Gly

Thrx

Ser

1)

Pha

Serx

Lys

Tyx

Ser
165

Glu

Cye

Arg

Sar

Ile

i

Leu

Gly

Ala

Ser

Pha

150

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Ser

Thr

135

Pra

WVal

GLly

Ala

Ala

40

ala

Ala

Pha

Thyr

120

Sar

GlLu

His

GLly

Ber

25

Pra

Sar

Asp

Glu

AED

105

Ly=

Gly

Pra

The

GLly

Gly

Gly

Thr

Asn

ABpR

an

Tyre

Gly

Gly

Yal

Phe
170

128

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

i}

Thr

Tep

Bro

Thr

Thr

155

Bro

Yal

Tht

Gly

Tyr

60

Lye

Bla

ELly

Ser

Ala

140

Yal

Ala

Gln

Phe

Asn

Val

Gln

Val

125

Bar

Yal

Bra

Ber

34

F1lu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Pha

Leu

Irp

Leu

Gly

Ber

Trp

Sar

Leun

Tyr

o5

Thr

BPro

Gly

Eln
175

Gly

Ty¥r

Val

Val

Tyr

Bd

Cyas

Lau

Leu

Cys

Ear

160

Ser



Sar

Lau

Thr

Thr

225

Fhe

Bro

Val

Thr

val

305

Cys

er

Fro

Wal

Gly
35

Gly

Gly

lys
210

Cys=

Len

=l

Lys

Lys

280

Leu

Lysz

Lys=

Ser

Lyx

CRN

Gln

Lau

Thx

1495

Wal

Pra

Fhe

Val

Fha

275

Pro

Thr

Val

Ela

Arg

355

Gly

BEro

Tyr
180

Gln

Asap

Pro

Fro

Thr

260

Azn

Arg

Val

Fer

Lys

240

hzp

Phe

[EXRE

Sar

Thx

lys

Cys

Fro

245

Cys

Trp

Gl

Ren

325

Gly

zly

Tvyr

Asn

Lau

Tyr

lys

EFro

230

Lys

Val

Tyr

Gluy

His
310

Lyg

Gln

Pra

Asn
380

Sar

Ila

Val
215

Ela

Fro

Val

Val

Gln

285

Gln

Rla

Bro

Thr

Zar

375

Tyr

ES 2774 380 T3

Bar

Cyg

200

Glu

Ero

Ly=

Val

Exp

280

Agp

Arg

Lys

30

R=p

Lys

Yal
18%

AGD

BPro

F1l

Asp

Asp

265

Gly

AEN

Tep

Fly

Elu

345

Azn

Ils

Yal

Val

Lys

Ela

Thr

250

Val

Val

sar

Rla

339

Fro

Eln

Ala

129

Thr

AGD

Sar

Ela

225

Leu

Eer

Fla

Thr

Asn

315

Erog

Eln

Yal

Yal

Fro
395

Yal

Hig

Cys
220

Gly

Met

His

Wal

Tyr

300

ELly

Ile

Val

Ser

Glua

3BO

Fro

Pr

Ly=
205

Gly

Ile

Ely

Eis=

Z2BE

Ary

Lys

Gla

Zys

Lev

365

T'rp

Val

Bar
130

Pra

Ly=

Bro

Ser

hep

270

Axn

val

Eluy

Lyz

Thr

380

Ser

Glua

Bar

Sar

Thr

Sar

Arg

2585

Fro

Ala

val

Thr

235

cys

Ser

hep

Har

Hi=a

YVal

244

Thxr

Ely

Lys

sar

Lys

324

Ile

Fro

Ala

ABD

Ser
400



ES 2774 380 T3

Asp Gly Ser Fhe Phe Lewu Val Fer Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Atg
405 417 415

Trp Gln Gln Gly ARst Val Pha ZSar Cys Ser Val Maet EHis Glu Ala Leu
420 425 4340

His Asn His Tyr Thr Glo Lys Ser Ley Ser Leua Ssr Fro &Gly Lys

435 440 445
<210> 81
<211> 215
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LC de Fab de 3F2

<400> 81

Glu Ile ¥al Leu Thr Glo Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cya Arg Ala Ser Gln Ser Val Thr Ser Ser
20 25 3an

Tyr Leu Ala Trp Tyvr Glo Gl Lys Fro Gly Glo Ala Pro Arg Leu Leu
35 A1 45

Ile Aszn Val Gly Ser Arg Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg FPhe Ser

Gly Ber Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leua Gluo
65 70 15 a0

Bro Glu Asp Pha Ala Val Tyr Tyr Cys 8lo Glo Sly Ila Met Leu Pro
a5 a0 a5

Froc Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys ¥Wal Glu Ile Lys Arg Thr ¥al Ala
104 105 114

Ala Pro Ser ¥Wal Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leuw Lya Ser
115 120 125

Gly Thr Ala Ser Val Val Cye Leu Leu Az Az Pha Tyr PFro Arg Glu
130 135 1440

Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu 3ln S52r Gly Asn S5er
145 154 155 1ed

130
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Gln Glu Ser ¥al Thr Glu
165

Eer BSer Thr Leu Thr Leu
1B4Q

Tyr Ala Cys Glu Val Thr
195

Sa2r Phe Asn Arg Gly Glu
214

<210> 82

<211> 599

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2774 380 T3

GEln Asp Ser Lya Asp S=r Thr Tyr S=r Leu

170

175

Ser Lys Ala Azp Tyvr Glu Lys His Lys Val

1B5

130

His 3ln 3ly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys

2Dd

Cya
215

<223> HC de Fab-boton en Fc (wt) de CH1A1A 98/99 2F1-IL-2 gm

<400> 82

Gln val Glo Lew val Glo
1 5

Sey Val lys Yal Ser Cys
20

Gly Mat Asn Trp Yal Arg
35

Gly Trp Ile Aan Thr Lysz
50

1ys Gly Arg ¥Val Thr Phe
65 T0

Met Glu Leu Arg Ser Leu
g5

Ala Arg Trp Asp Phe Ala
106G

Gln Gly Thr Thr Yal Thr
118

¥al Phe Pro Leu Ala Pro
130

Ser Gly

Iyv=s Ala

Gln Ala
F1)|

Thr Gly
55

Thr Thr

Arg Ser

Tyr Tyr

Yal Ser

120

Ser Ser
135

aAla

Sar

Z5

Dra

Glu

Agp

Asp

wal

105

Ser

Lys

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Thr

Asp

Glu

Ala

Ser

131

val

Tyxr

Glno

Thr

Ser

75

Thr

Ala

Ser

Thr

Lys

Thxr

Gly

Tyr

610

Thr

Ala

Thx

Ser
140

205

Lysg

Phe

Lau

45

val

Saer

val

Asp

Iys

1258

Gly

Pro

Thr

=0

Glu

Glu

Thr

Tyxr

Tyr

110

Gly

Gly

Gly

15

Glu

Trp

Glu

Ala

Ty

95

T

BPro

Thr

Ala

Phe

Phe

Tyr

B0

Cys

GLly

Ser

Ala



Ala

145

Ser

Wal

Pra

1ys

Azp

225

aly

Ila

Flu

His

305

Lyx

Elu

TyrC

Lau

Trp
A8%

Leu

Trp

YLeu

Sex

Pro
210

Gly

Azn

Gln

Ser

195

Fer

Cyve

Ser

Ser

180

Ser

Asn

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

wal

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Lys Thr His Thr Cvs

Pro

Ser

Asp

Ren

290

Yal

Glu

Lys

Thr

Trp
370

Glu

dax

Arg

Exd

275

Ala

Yal

Tyr

Thr

Lan

335

oy T3

Ser

Val

Thr

2860

zlu

Lys

Ser

Lys

Ila

240

Fro

Lau

Rzn

Bhao

245

Fro

Val

Thr

Yal

oy

325

Ser

Fro

Val

Gly

230

Lau

Glu

Lys

Ly=

Leu

310

Lys

Lys

Cys

Lys

Gln
200

Lye

Leu

Len

Thr

Wal
215

ES 2774 380 T3

AR

Thr

Tyr

11y

200

Asp

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Phe

Gly

170

Len

Tyr

Lys

Pro

155

Yal

Ser

Tle

Yal

Fro Pro Cya Pro Ala

Fhao

Val

Fha

Fro

295

Thr

Val

Ala

Arg

F1ly

375

Fro

Pro

Thr

ASN

230

YVal

Sar

Lys

AER

380

Flus

Glu

Pra

Cys

2465

Trp

Gla

Len

AN

Gly

345

Glu

Tyre

AEn

Lys

250

Val

Tyr

Glu

His

Lys

330

Gln

Len

Fra

AEn

132

235

Pra

Val

Wal

Gln

Gln

215

Ala

Fra

Thr

Smre

Tyr
3495

Glu

His

Ser

Cye

Glu
220

Ira

Lys

Val

hsp

Tyr

300

hsp

Lgm

Lys

ASp
380

Lys

Fro

Thr

Yal

Aen

205

Pro

Glu

Asp

ASp

Gly

285

A=n

TIp

FPrda

Glu

Azn

365

Ila

Thr

val

Phe

Yal

130

Val

Lys

Leu

Thx

Val

270

Val

Sar

Leanu

Ala

Fra

350

Gln

hla

Thr

Thr

BPro

175

Thr

AEnD

Ser

Lau

Leu

2585

Sar

Glu

Thr

hzn

FPrda

355

Gln

Val

Val

Pra

val

lel

Ala

Yal

His

Cys

Gly

240

His

Val

Tyr

Gly

az0

Ile

Val

Ser

=lu

Pra

400
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Val

RED

Hi=

Fro

=1y
4€5

Glu

Tyz

Pro

Lau

Higz
545

Glu

Thr

Far

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Lew Asp

Lys Sar

Glu Ala
435

Gly Lyvs
420

Fly Rla

Hi=s Leu

Lys A&an

Lys Ly
515

Lys Fro
530

Lau Arg

Leu Lyz

aAla Thr

Ila Ila
595

83
599
PRT

Ser

Rrg

420

Lan

Ser

Fro

Leu

Pra

500

Ala

Lau

Prao

Gly

Ila

580

Far

hsp Gly
4n%

Trp Gln

Hi=z ARen

Gly Gly

Bla Sar

470

Leu Asp
485

Lyz Lau

Thr Glu

Glu Glu

Arg Asp

250

Ger Glu
565

val Glu

Thxr Lau

Secuencia artificial

Ser

=1ln

His=

Gly

405

Smar

Leu

Thr

Laua

val

E3E

Lau

Thx

Fhe

Thx

ES 2774 380 T3

Fhe

Gly

Ty

440

Gly

Sar

Gln

Arg

Ly=

E20

Lau

ILla

Thx

Lau

FPhe

aEn

425

Thr

Ser

The

Met

Mat

505

Hia

A=n

Sar

Phua

Azn
585

Leun Tyr
410

val Fha

Gln Lys

Gly Gly

Lys Lyk
4715

Ile Lewu
495

Laa Thr

Lau Gln

Gly Ala

Asu Il
a5a

Mt Cya
57O

Arg Trp

Ser

Smr

Eer

Gly

450

The

A=n

ARla

Cya

Glo

540

Asn

[E RE]

Ile

HC de Fab-botén en Fc (wt) de CH1A1A 98/99 2F1-IL-2 gm

83

133

Lys Len

Cys Ser
430

Len Ser
445

Gly Ser

*ln Leu

EFly Ile

Lya Pha
510

Laa Gla

525

Sar Lys

Val Ile

Tyr Ala

Thr rhe
594

Thr

415

val

Len

Gly

=ln

han

4395

Ala

Ela

Asn

Val

Asp

575

Ala

Val

Ser

Gly

Leu

480

han

Mat

Elu

the

Lau

36D

Elu

Glo



Gln

Far

Gly

Gly

Ly
55

Ala

Gln

Wal

Ala

145

Bar

WVal

Bro

Lys

Asp

Z25

Gly

Val

val

Mt

Trp

51y

3Ly

Arg

Gly

Phe

130

Leu

Tep

Leu

Sar

Pra

210

Lys

Pra

Gln

Lyx

Aznh
is

Ila

Arg

Leu

Trp

Thr

115

Bro

GLly

AED

GLln

Sar

135

Sar

The

Bar

Lau

val
20

Trp

Asn

Val

Arg

Agp

100

Thr

Leu

Cye=

Bar

Ser

130

Sar

ARG

His

Yal

Val

Sar

val

Thr

Thx

Ser

ES

Pha

Wal

Ala

Leu

Gly

15

Ser

Lau

Thr

The

PFhea
245

Glno

Cy=

Arg

Lys

Fhe
70

Len

Ala

Thr

Bro

Wal

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

Z30

Lau

Zar

Lyx

Gln

Thr
L

Thx

Arg

Tyr

Wal

Ser

1as

ILye

Lau

Len

Thr

wal

Z15

Pro

Ihea

ES 2774 380 T3

Gly

Ala

Ala
40

Gly

Thx

Ser

Tyr

Sar

120

Ser

ABR

Thr

Tyr

Gln

200

AEp

BPro

Bra

Ala

Ser

25

P

=lu

Asp

Asp

Wal

1056

Sar

Lys

Tyr

Bar

Ser

135

Thr

Lys

Cys

Bra

Glu
10

Gly

Gly

Ala

Thr

Asp

aqa

GlLu

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Ty

Lys

BPro

Ly
250

134

Val

Tyr

Flo

Thr

Ser
=

Thr

Ala

Sar

Thr

Bro

155

val

Ser

Tla

val

Ala

Z35

Bra

Lys

Thr

Ala

Met

Thr

Ser

140

Elu

Hiz

Ser

Cys=

Glu

220

Pro

Ly=z

Lys

Phe

L1

Val

Ser

Val

Asp

Ly=

125

Gly

Pro

Thr

Yal

Arn

205

Pra

Elu

Asp

Fro

30

Flu

Glu

Thr

Tyt

Tyr

110

Gly

Gly

Val

Bha

Wal

1230

VYal

Lys

Leu

Thr

Gly
15

Glu

TEP

Glu

Al

Tyr

a5

Trp

BPro

Thr

Thr

Pra

175

Thr

AEn

Sar

Leu

Lau
285

Ala

Phe

Fhe

Ty
&0

Cye

Gly

Sar

Ala

Wal

1ed

Ala

Yal

His

Cys

Ely
40



Ila

Glu

Hig

Arg

305

Lys

Glu

Tyr

Len

Trp

385

val

Asp

Hix

Pro

Gly

163

Gln

Sar

Asp

ABD

290

Val

Glu

Lys

Thr

Trp

370

Glu

Len

Iys

Glu

GLly

150

Gly

Hix

ATg

Pro

275

Ala

val

Tyr

Thr

Lan

355

Cys

Ser

A3p

ser

Ala

435

Lys

Ala

Len

Thr

250

Glu

Lya

Sar

Lys

Ile

340

Prao

Lenu

Asn

sar

Arqg

420

Leu

Ser

Pro

Len

Pra

Yal

Thr

val

Cys
325

Fer

Prao

val

Gly

Asp

405

Trp

Hix

Gly

Ala

Len
435

Glu

Lys

Lya

Lau

310

Lys

Lys

Cys

Lys=

Gln

390

Gly

Gln

Asn

Gly

Ser

170

Asp

Yal

Phe

Pra

2495

Thr

Yal

Ala

Arg

Gly

375

Pro

Sar

Gln

Hix

Gly

155

Ser

Len

ES 2774 380 T3

Thr

Aan

280

Arg

val

Sar

Lys

Asp

360

Phe

] B

Pha

Gly

Ty

440

Gly

Ser

Gln

Cyg

Z65

Trp

Glu

Lau

Aan

GEly
4%

Glu

Tyr

Pha

ABn

425

The

Ser

Thr

Met

val

Tyr

Glu

Hig

Lys
330

GEln

Lau

Pra

Asn

Lanu

410

Val

Gln

Gly

Lys

Ile
490

135

val

Val

ELln

ELln

315

Als

Pra

Thr

Ser

TyE

395

Tyr

Phe

Lys

=ly

Lys

175

Len

Yal

Asp

Tyr

300

Asp

Lau

arg

Lys

Rep

380

Lys

Sar

sSer

Fer

=ly

460

Thr

AEn

Rap

Ely

285

A&

Trp

Pra

=lu

Aan

365

Ile

The

Lys

Cys

Leu

445

Gly

Gln

Ely

val

270

Sar

Lau

Als

Pro

350

Gln

Ala

The

Lenu

Ser

43

Ser

Ser

Len

Ile

Sar

Hig

Elu Val

The

ABTI

Pra

335

Gln

Val

Val

Pro

Thr

115

Val

Leu

Gly

E1ln

A
495

Tyr

Gly

320

Ile

val

Sar

Glu

Pro

490

Val

Met

Ser

Gly

Len

430

Asn
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Tyr

Pra

Len

His

545

Glu

Ly=

Lys=

Lys

530

Leany

Ien

ARTY

Lys=

515

Bra

aArg

Iy=

Fro

500

Al=m

Len

Fro

Gly

Ly=

Thr

Gla

aArg

Ser

565

Len

Glu

Gla

ABp

550

Glu

Thre

Len

Yal

535

Lenu

The

ES 2774 380 T3

Arg

Lys

520

Len

Ila

Thre

Meat

505

Hie

ABn

Sar

Pha

Len

Leau

Gly

ATy

Met
570

The

Gln

Ala

Ila

555

Cye

Ala Ly=

Cye Len
525

Gln Ser
540

Azn Val

=lu Tyr

Pha

510

Glu

Lys

Ila

Alm

Ala

E1ln

Apn

val

Asp
575

Met

=1u

Dhe

Lean

560

Glu

Thr Ala Thr Ile Wal Glu Fhe Leu Asn Arg Trp Ile Thr Fhe aAla Gln
385

=8a

Eer Ila Ile Ser Thr Leu Thr
595

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

aln

Sar

Gly

Gly

Lys
&3

84

598
PRT
Secuencia artificial

=14

HC de Fab-botén en Fc (LALA P329G) de CH1A1A 98/99 2F1-IL-2 gm

84

Val

Val

Hest-

Trp
50

Gly

#lu

aln

Lys=s

Asn

35

Ila

Arg

Lu

Lau

val
20

Trp

AzZn

Vval

Ary

Val

Ser

val

Thr

Thr

Ser
85

Gln

Cys

AT

Lys=s

Fha

0

L

Ear

Lys=s

Gln

Thr

A3

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

4

Gly

Thr

Smr

Ala

Ser

25

Fra

Gla

hEpR

Asp

Glu

14

Gly

Gly

Ala

Thr

Asp
80

136

Val

Tyr

Gln

Thr

Ser

73

The

Lys Lys

Thr Fha

Gly Lem
45

Tyr Val
&0

Thr Ser

Rla val

Pra

Thr

ag

Glu

Gln

Thr

Ty

Gly
15

Gln

Trp

Gln

hla

Tyr

Ala

Fha

Fha

Tyr
e



Ala

=ln

Val

Ala
14%

Ser

Val

Pra

lys

ABR

225

Gly

Ile

Glu

Haix

Arg

305

1ys=

Arg

Gly

Fha

130

Lan

I

Ser

Pra

210

Iy=

FPrao

sar

Asp

Asn

230

Val

Glu

Trp

Thr

11%

Fro

Gly

Asn

=1ln

Ser

195

ser

Thr

Ser

Arg

Pra

275

Ala

Val

Tyr

AED

120

Thr

Lew

Cys

Ser

Sar

1480

Ser

ABn

Hi=

val

Thr

260

Glu

Lyxs

Sar

Lys

Fha

val

Rla

Len

Gly
165

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

245

Pro

Val

Thr

Val

Cys
325

Ala

Thr

Fro

val
130

Alm

Ely

Gly

Ly=

Cys

230

L&t

ELn

Ly=

Lyxs

Len

310

Lys=

Tyr

ral

Smar

135

Liys

Len

Lam

The

Val

215

Pro

Phe

Val

Phe

Prao

295

Thr

Val

ES 2774 380 T3

Tyr

Ser

120

Ser

AEER

Thr

Tyr

GLln

200

hap

Pro

Pra

Thr

hAan

ZH0

Arg

Val

Sar

Val

105

Ser

Lys

Ty

Ser

Ser

13%

The

Lys

Cys

Pra

Cys

265

Trp

Elua

Len

Az

Glu

Rkla

Smr

Tha

Gly
17D

Leu

Tyre

Lys

Pro

Lys

250

VYal

Tyr

Elu

His

Lye
330

137

hla

Ser

The

Tra
135

Val

Ser

Tle

Val

Rla

233

Frao

Yal

Val

Glo

Eln

3158

Ala

Met

Thr

Smr

140

Gln

His

Ser

Cy=

Glu

220

Pro

LyE

Yal

Rap

Tyr

300

Asp

Len

AEpR

Lys

125

Gly

Pra

Thro

Val

Azn

£05

Pro

Glu

REE

Rap

Gly

285

Agn

Trp

Gly

Tyr

110

Gly

Gly

Val

Fha

Val

120

Val

Lys=s

Ala

The

Val

270

Val

Serc

Leu

Ela

TIF

Fra

The

Thr

Fra
175

The

hen

ser

Ala

Lead

235

Ser

Glu

The

kzn

Pro
A35

Gly

Jer

Bla

val
180

hla

Val

Hik

Cys

Gly

Z40

His

Val

Ty

Gly

Az0

Ile



Glu Lyg Thr Ile
340

Tyr Thr Leun Pro
385

leu Trp Cy=s Len
310

Trp Glu Ser Asn
385

Val ILeu Asp Ser

Ser

FPro

Val

Gly

Azp
105

Lys

Cys

Ly=

Gln
390

Asp 1y= Sar arg Trp Gln

420

Hig Zlu Ala Lau
435

Pro Gly Gly Gly
454

ser Ala Pro Ala
465

Hig Leu Ley Leu

lye hsn Pro Lys
504

Lya Lys Ala Thr
ElE

Lys Pro Lew Glu
3Hl

leu Arg Proe Arg
345

Leu Iws Gly Sar

Ala

Arg

ELly

375

Bra

Sar

Gln

ES 2774 380 T3

Lys

R2p

et

Fhea

Gl

Pha

Sy

Gly

345

Glu

Tyr

han

Pha

Gln

Len

Pro

Asn

Leu
410

Brg

The

Ser

Tyr

395

Tyr

Azn val Phe

425

Hig Azn Hig Tyr Thr Gln Lys

Gly

ser

Asp

AE3

Tan

Flu

EFlu

Asp

Glu
565

Gly

ser

474

Lau

Thr

Len

val

ey

554

Thr

Ser

455

sar

Elon

Arg

Lys

Lend

333

Ile

Thr

444

Gly

Thr

Met

Mat

His

524

AL

Ser

Phe

Gly

Lya

Ile

Lau

505

Len

Gly

Azn

Het

Gly

Lya

Law

499

Thr»

Fln

ala

Ile

CyE
570

138

Gly

Thr

473

AED

Ala

Cye

Gln

Agn

353

Glu

hrg

Lys

As=p

350

Lys

Ser

Ser

fer

Ser

4640

Gln

Gly

Lys

Leu

Ser

349

Yal

Ty

Gl

AEn

365

Ile

Thr

LyE

CyE

lauw

445

Gly

Lean

Ile

Phe

Glu

£25

Lys

Tle

Ala

Prg Gln
50

Sln val

Ala ¥Wal

Thr Prg

Leu Thr

q15

Ser val
41310

fer lLeu

Gly Gly

Gl Len

Arn AEnD

483

Ala Met

5140

Glu Glu

Asn Fhe

Yal Len

AEp Glu
515

Val

Saer

Glu

BPrg

400

Val

Met

Her

Gly

Glu

480

Ty

Fro

Leun

His

Glu

580

Thxr



ES 2774 380 T3

Ala Thr Ile Val Glu Phe Leu Asn Arg Tep Ile Thr Phe Ala Gln Ser
584 sS85 580

Ile I'le Ser Thr ILey Thr

393
<210> 85
<211> 451
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HC de Fab-ojal en Fc (wt) de CH1A1A

<400> 85

GCln ¥Val Gl Lau Val Glo Sar Gly Rla Glu Val Lys Lys Fro Gly aAla
1 ) 10 15

Zar Val Lvs Val Sar Cys Lys Rla Sar Gly Tyr Thr FPhe Thr Glu Fhe
20 25 30

Gly Met Asp Trp Val Avrg Glio Alas Pro Gly Gln Gly Lew Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr Lys Thr Gly Glu Ala Thre Tyr val Glu Glu Fhe
S0 a3 60

Lya Gly Arg Val Thr Phe Thr Thr Asp Thr Sar Thr Sar Thr Ala Tyr
(34 T0 73 EQ

Met Glu Leuw Arg Ser Leu Arg 3er Acp App Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
HS a0 25

Ala Arg Trp Asp Fhe Ala Tyr Tyr Val Glu Ala Met Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Thr vsl Thr val Ser Sar Ala Ser Thr Lys Gly Pra Sar
115 120 125

Val Fha Pro Lawn Ala Pro Ser Ser Lys= Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala
130 135 140

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe FPrg Glu Fro Val Thr Val
14% 150 1535 140

Sar Trp Asn Ser Gly Ala Ieu Thr Sar Gly val His Thre Phe Pro Ala
165 170 175

139



Val

Fro

Liys

Aep

225

=ly

Ile

Glu

His=

Arg

305

Lys

Gl

Cys

Leu

385

Yal

Lan

Fer

Fro

210

Lys

Fro

Ser

Asp

Arn

2390

Val

Glu

Lys=

Thrx

Zex

370

Glu

Leu

Gln

Ser

198%

Sar

Thr

Ser

Aryg

Fro
275

Ser

180

Ser

AET

Hi=

val

Thr

2E0

Glu

Ser

Leu

Thr

Thxr

Phe

243

Fro

wal

Ala 1y= Thr

Val

Tyr

Thr

leu

355

Cys

Sar

Rep

Sar

Lys

Tla

340

Fra

Ala

Az

Ser

Val

Cys

323

Sar

Fra

Val

Gly

Rep
405

Gly

Gly

Ly=z

Cy=

230

Leu

Glu

1y=

Ly=

1=

311G

Lys

Lys=

Ser

Lys

Gln

39C

Gly

ES 2774 380 T3

Leu Tyr

Thr Gln
200

val asp
215

Pro Pro

Phe Pro

Val Thr

Phe AREN
280

Frg Arg
295

Thr Val

val Ser

Ala Lys=

Arg Rsp

360

Gly Phe
275

Ero Gl

Zer Phe

Ser

185

Thr

Lya

Cys

Pro

Cya

265

Trp

Leun

Tyr

Lya

Prao

Lys

250

YVal

TYr

Ser

Ile

val

Ala

235

Brao

Yal

val

lu 1 Gln

hEh

Gly

345

G1lu

hxzo

Phe

Bis=

Ly=

330

Fln

Leu

Bro

Rxzno

Leu
410

140

Glo

315

Bla

Ero

Thr

sSerx

Tyr

3895

Yal

Sar

Cya

Blu

220

Pra

Lys

Yal

AED

Tyr
300

RExp

Erg

Lyz

hsp

3BO

Ly=

Ser

Yal

Agn

205

Fro

Glu

Asp

BBp

Val

130

Tal

LyE&

Len

Thr

val
270

Thr

A=n

Sar

Leu

Len

255

Sar

Gly val ln

245

AED

Tep

Fro

Gl

AED

365

Ile

Thr

Ly=

Har

Leu

Bla

Ere

350

Gln

hla

Thr

Len

Thx

Axn

Fre

333

Gln

YVal

val

Erg

Thr
415

YVal

Hig

Cys

=ly

240

Met

Hiz

val

Ty

Gly

324

Tle

Val

Ser

Ely

Erg

400

Val
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15
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Asp Lys Ser Brg Trp Glo Glo Gly Ash Val Fhe Ser Cys Ssr Val Mst

420

425

430

His G1lu Ala Lewy His Aken His Tyr Thr Glo Lys Ser Leu Ser Leu Ser

Pra

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

435

Gly Lvs
450

86
451
PRT

Secuencia artificial

440

HC de Fab-ojal en Fc (wt) de CH1A1A 98/99 2F1

86

445

Gln Val Gln Leu Val Gln Jer Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly ARla

1

5

14

15

Sar val Ly= val Ser Cys Lyg Ala Ser Sly Tyr Thr Fhe Thr Glu Fhe

20

25

30

Gly HMet Asn Trp Val Arg Glh Ala Pro Gly Gln Gly Leu 5lu Trp Met

Gly

Ly=

65

Ala

Gln

Val

Ala
145

3E

Trp Ila Asn
E0

Gly Arg val

Glu Lau Arg

Arg Trp Asp
1008

Gly Thr Thr
115

FPha Pro Lau
130

Lau Gly Cys

Thae

Thr

o1-% o

Fha

¥al

Ala

Lau

Lys

Phea

TO

Law

Ala

Thr

Fro

Val
153

The
ES

Thr

Ary

Tyr

Val

S8

135

Ly=

40

Gly

Thr

SRr

Tyr

Sar

120

Eer

AsSp

Glu

Asp

Agp

Val

105

Sar

Lys

Tyr

Ala

Thr

Aap

Glu

Ala

Eer

Fhe

141

Thi

Sar

Th

Thr

Als

Ear

Thr

Fro
155

Tyr
60

Thr

Ala

Thr

e
140

Glu

45

Yal

Har

Val

Asp

Lya

125

Gly

Fro

Glu

Th

Tyr

Ty

110

Gly

Gly

Val

GElu

Ala

Tyr

85

Trp

3 =]

Thr

Thr

Fhe

Tyr

=31

Cys

Gly

Ear

Ala

Yal
LED



Sar Trp

Val Leuw

Pro Zar

Lyx Pra
210

Azp Ly
225

Gly FPro

Ila Ser

Glu Asp

Hig Azn
250

Arag Val
a5

Lys Slu

Zlu Lye

Cye Thr

Leuw Ser

iTa

Trp Glu
agkE

R&T

Gln

zar

195

Sax

Thx

zar

Arg

Sar

Sar

1ao

zar

R

Hix

val

Thx
260

Gly

165

sSar

Lau

Thx

Thx

Fha

245

Pro

Ala

Gly

Gly

Lyx

Cyx

230

zlua

Lau

L

Thr

Val

215

Fro

Fha

Val

Fra 1 Val Lys Fha

275

ES 2774 380 T3

Thr

Tyr

Glo

200

Rap

Pro

Fro

ARl
it 1]

sZar

ser

185

Thr

Ly3

Cys

Fro

Cys

265

TEp

Ala Lye Thr Lye Fro Arg Slu

Val

Tvye

Thr

Lau

1556

CYE

Ear

Ear

Lys

Ile

240

o o

Ala

Azn

Val

oYE

azs

Ear

o o

Yal

Gly

Iau

310

Lys

Lye

Ear

Lys

G1ln
300

2505

Thr Val

Y¥al Ser

Ala I¥s

ATy AsSE

380

Ely Fhe

378

Fro Glu

Asn

Gly

345

=lu

Tyr

Asn

Gly
170

Leua

™yr

Lys3

Fro

Lys

250

Val

Tyr

Yal

ser

Ila

Val

Ala

235

Fro

Val

val

His

Ser

Cys=

Glu

220

Fro

Ly=

Val

AED

Tht

Val

ABLD

205

Fro

Glu

Asp

Asp

Fhe

val

190

Yal

Lys

Ala

Thr

Val
270

Fro

175

Thr

AZL

2y

Ala

Lau

283

Ser

Ala

Yal

Hi=

Cys

Ely

240

Mat

His

Fly val Glu val

285

Zlu Fln Tyr Azn Ser Thr Tyre

His

Ly=

320

Gln

Lau

Fro

Asn

142

=ln

315

Ala

Fro

The

Ser

Tyr
305

300

ASD

L2y

ATy

Lys

ASp

380

Ly=

Irp

Ely

Flu

ASn

pt-1e]

Ile

Thr

Leu

Ala

Pro

350

Gln

Ala

Thr

Asn

Fra

335

Gln

wal

Val

Pro

Gly

320

Il=

Val

Ear

Glu

Pro
400
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15
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Val Lau Asp Sar Asp Sly Sar Pha
05

Asp Lys Zer Arg Trp Sln Sln Sly
420

Hig Glu Ala Tsu Hie Asn His Tyvr
43% 440

Fro <ly Lya

450
<210> 87
<211> 215
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LC de Fab de CH1A1A 98/99 2F1

<400> 87

Asp Ile Gln Met Thr Glth Se&r Pto
1 5

Asp Arg Val Thr Ila Thr Cys Lys
20

VYal Ala Trp Tyr Gln Gln Ly= Pro
3% 40

Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Ly= Arg
=0 a5

Sar 1y Sear Gly Thr Asp Fha Thr
45 70

Glu asp Fhe Ala Thr Tyr Tyr Cys
35

Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

Ala Pro =Zar val Fha Ila Phe Pro
115 120

Gly Thr als Ser vVal val Cy=s Laa
130G 135

Fha

ASN

425

Thr

Ear

Leu Val Sa&r Lys

410

Val Fhe Ser Cys

gln Lys Ser Leu

345

ser Leu Ser Rla

10

Ala Sar Ala Ala Val

25

Gly Ly= Ala Pro Lys

Gly

Lan

His

Leu

105

Fro

Lan

Val

Thr

Gln

20

Glua

Sar

AEM

143

Fro

Ila

T3

Tyr

Ile

AEp

ARED

Ser
€0

Sar

Tyr

Lys

Gla

Fhe
140

43

ACy

Sar

Thr

Arg

Gln

125

TyT

Leéu Thre val

4145

Ser Val Met

430

Ser Leu Ser

ser val Gly

15

Gly Thr Tyr

30

Leyg Leg Tle

Fhe

Isau

T™yT

Thr

114

Fro

Ser

Glo

Fro

%5

Val

Lya

Arg

Gly

Fro

30

Leu

Ala

Sar

Gl



10

15

Ala
145

Gln

Serxr

Tvyr

Sexr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp

Asp

Val

Tyr

Ser

65

=lu

BFhe

hAla

Ly

Ly=

Glua

Ser

Ala

Phe
210

88

Val

Serx

Thx

Cy=z

195

Asgn

215
PRT
Secuencia artificial

Gln

Val

L&

180

Gl

Arg

Trp

Thx

le5

Thx

val

Gly

Lys

1560

Glua

L

Thr

Gla

Wal

Glo

Ser

Hi=

Cyx=
215

ES 2774 380 T3

Asp

Asp

Lya

Glo
200

LC de Fab de CH1A1A 98/99 2F1

88

Tla Gln M=t

Arg Val Thr Ile Thr Cys ILys Ala

Ala

3er

S0

Ely

Thr

Pro

Thr
130

Trp

a5

Ala

Ser

Phe

BEhe

Ser

115

Ala

20

TyT

Far

Ely

Ala

Gly

104

Val

Ser

Thr Gln Ser Pro Ser

5

Gln

Tyr

Thr

Thr

a5

Eln

Phe

Val

Gln

Arg

Asp

0

TyT

Gly

Tle

Val

Ly8

Lys

Phe

TyT

Thr

Phe

CyE
L3%

Fro

40

arg

Thr

Cy B

Lys

Pro

124

Len

Ran Ala

Sar Lya
178

Ala MAEp
185

Gly Lau

10

25

5ly Lya

Ely val

Iay Thr

Higa Gln

20

Leu Glu
LR35

Pro Ser

Leun Asn

144

Lan Gln

155

REp Her

Tyr Glu

Sar Sar

Ala

Pro

Ile

15

TyT

Ile

Asp

Asn

Ser Leu LSer

fer Ala Ala

Fro

Far

&0

Sar

TyT

Lys

EFlu

Phe
1440

Ser

Thr

Lys

Ero
205

Gly

Ty

His

1240

Yal

Agn

Ser
175

Lys

Thr

Ser

160

Leu

val

Ly=

Ala Ser Val Gly

15

Yal Gly Thr Tyr

Ly8

45

Arg

Sar

Thr

arg

Eln

125

Tyr

2d

Len

Fhe

TyT

Thr
119

EFro

Len

Far

Eln

Fro

25

wval

Lys

Arg

Ile

GEly

Pro

&0

Len

Ala

Ser

Glu
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Ala
145

Eln

gGer

Tyr

Sar

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

Ser

Trp

Ala

Lys
65

Leu

ala

Leu

<210>
<211>
<212>

Lys Val Gln Tep Lys
154

Ely Ser Yal Thr Glu
165

ger Thr Lew Thr Len
180

Ala Cys Glu val Thr
185

Phe Asn Arg Gly Glu
214

89

118

PRT

Secuencia artificial

se sintetiza la secuencia

89

Yal Gln Lau Val Glu

Leu Arg Leu Ser Cys
24

Ile Hiz Trp VYal Arg
35

Tep Ile Ser Pro Tyr

Gly Arg Phe Thr Ile
KL

Gln Met Agsn Ser Len
g5

Arg Arg His Trp Pro
1Q0

¥Yal Thr Val Ser Ala
11%

90
118
PRT

val

Eln

Ser

His

Cys
215

Sar

Ala

Gln

Gly

Ber

Arg

Gly

ES 2774 380 T3

Asp

Asp

LyE

Gln
20

Gly

Ala

44

Gly

Ala

Ala

Gly

Agn

Sar

Ala

185

Gly

Gly

Ser

25

Dro

Her

Asp

Glu

Phe
105

ala

Lys

174

Asp

Leu

Gly
10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

=L

Asp

145

Leu

155

Asp

Tyr

Fer

Lau

Bhe

Lys=

Tyr

Ser

15

Thre

Tyr

Eln

Zer

Glu

Eer

Val

Thr

Gly

Tyr

Ed

Lys

Ala

Trp

Sar

Thr

LyE

Fro
205

GLln

Bhe

Lau

45

Ala

Agn

Yal

Gly

Gly

Tyr

His

1580

Val

Pra

Ser

30

Glu

ASE

Thr

Tyr

Gln
110

AEN

Zer

175

LyE

Thr

Gly
15

Asp

I

Ser

Ala

Tyr

55

Gly

Sar

160

leu

Val

Lys

Gly

Ser

val

val

Tyr

gd

Cys

Thr
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15

20

<213>

<220>
<223>

<400>

Glu
1

Sar

Trp

Ala

Iyx
65
Lew

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

Ser

TIw

Ala

Secuencia artificial

se sintetiza la secuencia

90

Val Gln

Lau Arg

Tle Bis
K1

Trp Lle

Gly Arg

Gln Met

Val Thr
11E

91
118
PRT

Lau

Lau
20

Trp

Sar

EFha

Asn

Him
100

Val

Val Glu

Sar Cys

Val Arg

Fro Tvr

Thr Ila

70

Ser Isna

Trp Pro

Zar Ala

Secuencia artificial

se sintetiza la secuencia

91

¥al 3ln Leu Wal Glu

5

Lau Arg Lau Sar Cys=

20

Ile His Trp Val Arg

a5

Trp Ile Lew Fro Tyr

50

Sar

Ala

Flo

Gly

ERr

Ary

Ely

Ser

Ala

=ln

Gly
55

ES 2774 380 T3

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Ely

Gly

Ala

ala

a0

Gly

Gly

sar

25

Fro

Sar

Rap

Glua

Phe
105

Gly

Ser

25

Fro

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Gly

19

Gly

Gly

Der

146

Lau

Fhe

Lys

Tyr

BT

T3

Thr

Tyr

Leu

Fha

Lys

Tyt

Yal

ThT

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Glon

Fhe

Leu

45

Ala

Agn

YVal

Trp Gly

val

Thx

Gly

Ty
ad

Gln

Pha

Leun

45

Ala

PFro

EerT

30

GElu

Asp

Thr

Tyr

Fln
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Gly
15

ASp

Trp

Sar

Ala

Tyz
85
Ely

Gly
15

Gly

Irp

Ser

Gly

Ser

Val

val

Tyr

B0

Cwa

Thr

Gly

Bar

val

Yal
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Lys Gly Arg Phe Thr 1le Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr
&5 0 15 Bd

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
a5 3¢ 95

Ala Arg Arg Hise Trp Frao Gly Gly Fhe hsp Tyr Trp Gly Gln Gly Thre
140 105 110

Lew %al Thr Val Ser Ala

115
<210> 92
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> se sintetiza la secuencia

<400> 92

Azp Ile 5ln Mat Thr Gln Sar Pro Ser Ser Leu Ser Ala Sar Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Wal Thr lle Thr Cys Arg Ala Ser <ln &sp Vel Ser Thr Ala
20 25 30

Val Ala Trp Tyr Eln Sln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leuw Len Ile
ig 40 45

Tyr Ser Ala Ser Fhe Len Tyr Ser Gly ¥al Fro Ser Arg Fhe Ser Zly
EQ il a0

Ear Gly Ser Gly Thr Asp Fhe Thr Leu Thr Ile Sar Ser Leu &Sln Pro
Eh TO 75 RO

=lu Asp Phie Ala Thr Tyr TIyr Cys Sln Eln Iyr Leu Tyr Hig Pro Ala
85 940 a5

Thr Pha Gly Sln Gly Thr Lys Wal Glu Ile Lys Arg

140 105
<210> 93
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> se sintetiza la secuencia

<400> 93

147



10

Asp

Val

Tyr

Sar
65

zlu

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Azp Ile =ln

1l

Asp Arg Val

Yal Ale Trp

Tyr Ser Ala

Ile

Arg

Ala

Ser

5O

Gly

ASp

Phe

94

108

Gln

Val

Trp

cL

Ala

Sar

Phe

Gly

PRT
Secuencia artificial

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gl
130

Thzo

Ila

Gln

Fhe

Thr

Thr

B5

Gly

Gln

Thr

Gln

Leau

Asp

10

Tyr

Thr

se sintetiza la secuencia

94

Met

Thr

20

35

&0

Ser Gly Ser

65

Slu Asp Phe

TyrC

Ser

Ely

Ala

Thr

Ile

=ln

Phe

Thr

Thr

=ln

Thr

=ln

Leu

Asp

Sar

Cyes

Lys

Tyr

Ser

Cys

Lya

Tyr

E5

Fha

Tyr

Lys

Pro

Pro

ES 2774 380 T3

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cya

wal

Sar

Ala

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Lou

=ln

Glu
135

Ser Leu Ser Ala

Sor Gln Asp Val

Lya Ala Pro Lya

val Pro Ser ALy

Thr Ila Ser Ser

15

Gln Tyr Tyr Asn

S0

15

&0

Ile Lys Arcg

Sar Lau

1

23

a7

&5

Yy

g5

Tyr

Pha

Tyr

Ser

Thr

CyE

=1y

=ly

Leu

Eln

Ser Eln

Lys Ala

Yal Pro

Thr Ile

5

=ln Tyr

o0

148

Sar Ala

Asp Val

Pre Lya

ser Arg

G0

Ser Her

Tyr Ala

30

Sar

3er

0

Leau

Phe

Lean

Pro

ger Val

Ser Thr

Leu Leu

Fhe Ser

Leu Sln

¥al Fro

95

Gly

Ala

Ile

Gly

Fro

ao

Trp

¥al Gly

15

Thr Ala

Leu Ile

ger Gly

Eln Pro
a0

Bro Trp

a5
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15

20

25
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Thr Phe Gly &ln Gly Thr Lya Wal Glu Ile Lys Acdg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

100

95

108

PRT

Secuencia artificial

se sintetiza la secuencia

95

105

Asp Ile Gln Mek Thr Sln Ser Fro Ser Ser Lem Ser Rla Ser Val Gly
1 5 149 15

ABR ATg Val Thr Ile Thr Cws Arg ala Ser Gln aap Val der Thr Ala
20 25k a0

Yal Ala Trp TIyr Gln Gln Ly=s Pro Gly Lys Ala Fro Lys Leu Leu Ile
ak 40 45

Tvr Ser Ala Ser Fhe Leu Tyr Ser Sly vVal Pro Ser Arg Fhe Ser Gly
=g =1} BD

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glo Pro
65 70 15 a0

=lu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cye Gln E1ln Tyr Tyr Thr Val Pro Trp
85 20 25

Thr Pha Gly Gln Gly Thr Lya ¥al Glu Ila Lya Arg

100 105
<210> 96
<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> se sintetiza la secuencia
<400> 96

Arp Ile Gln Met Thr Gln Zer Pro Ser der Leu Ser Ala Jer Val Gly
1 = 10 15

Azsp Arg val Thr Ile Thy Cys Arg Ala Ser Gln val Ile Asn Thre Phe
20 25 30

Lau Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys= Ala Pro Lys Len Leu Tle
35 40 45

149
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15

20

25

Tyr

Fer
3

Glu

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ASp

Asp

Val

Tyr

Ser
65

Glu

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5ar Ala
S0

Fly Ser

Aep Fhe

Fhe Gly

97
108
PRT

Sar

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Thr

Thr

a5

Gly

Secuencia artificial

Leu

Agp

74d

Tyr

Thr

se sintetiza la secuencia

97

Ila Gln Mat Thr

Arg Val

Ala Trp
35

Ser Ala
50

Gly Ser

Asp Phe

Phe Gly

98
108
PRT

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Secuencia artificial

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

se sintetiza la secuencia

98

Ala

55

Phe

Tyr

Ly=

ES 2774 380 T3

Ser

Thr

Cys

val

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Val

Thr

Gln

30

Ila

Pro

Ile

]

Tyr

Ly=

Ser Arg Phe Ser Gly
&0

Ber Ser Len Glo Pro
E{

Tyr Thr Vval FPro Arg
a5

Arg

Sar Pro Sar Sar Lau S5ar Ala S5er val Gly

10

15

Cys Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

150

Ala

Pro

Ile

75

Gly

Lys

30

Pro Lys Leu Leu Ile
45

Ser Arg Phe Ser Gly
60

Ser Ser Leu Gln Pro
80

Tyr Gly Val Pro Arg
95

Arg



10

Asp

Asp

Tal

Tyr

ser

Glu

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ile

ARla

ser

50

Gly

hep

Phe

GEln

Val

Trp

Ala

ser

Pha

GEly

99
108
PRT

Secuencia artificial

Met

Tht

20

Tyr

ser

Gly

Ala

Gln
109

Il

Eln

Phe

Thr

Thrx

=4

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyrx

Thr

se sintetiza la secuencia

99

Aop Ile Gln Met Thr

1

Asp

val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg

Ala

Zer

50

Gly

AEp

Phe

Yal

Trp

ala

Ser

Phe

Gly

Thr

20

Tyr

Zer

Gly

Ala

Gln
130

5

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

443

Gly

GLn

Thr

Gln

Leu

Asp

7a

Tyr

Thr

Ser

Cys

Ly=

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Iys

ES 2774 380 T3

Pro

Pra

40

Ser

Thr

Cys

Wal

Pro

ArQ

Fro

410

Her

Thxr

Cys

Val

ser

Ala

25

Gly

Gly

Lau

G1lm

Glu
103

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

GLn

Glu
105

ser

1q

ser

Ly=

Yal

Thr

G1lm

aq

Tle

Ser

Ser

Ly=

val

Thr

GLn

o0

Tle

151

Lewy

Glo

ARla

Bro

Il=

Tyr

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Tle

758

Tyr

Lys

ser

Azp

Bro

Ser

&0

s2er

Lena

ALg

Ser

Asp

Bro

Ser

60

Ser

Phe

arg

Ala

YVal

Ly=

ey

ser

Fhe

Ala

Yal

Lye

Arg

Ser

Tle

B2er

Zer

30

Leu

Bh=

Thr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

L5

Thr

Leu

Ser

Elo

BEro
=

val

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

1

Ely

Ala

Ile

Ely

Ero

Eeg

Gly

Ala

Tle

Gly

Bro

a0

Thr
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15

20

25

Secuencia artificial

se sintetiza la secuencia

Secuencia artificial

Met

Thx
20

Tyre

Ser

Ely

Rla

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr
895

Gly

Eln

Thr

Gln

Lan

Asp
T0

Tyr

Thx

se sintetiza la secuencia

<210> 100

<211> 108

<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 100

Aap Tle Gln

1

Asp Arg Val

val ala Trp
35

Tyr Sar Ala

5Q

Sar Gly Ser

G5

3lu Asp Phe

Thr Fhe Gly

<210> 101

<211> 108

<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 101

Bar

Cya

Lya

Tyr
53
Fha

Ly=

ES 2774 380 T3

Pro

Axg

Fro
49

Sar

Thr

Cys

Val

Ber

Ala
25

Gly

Gly

Isau

Glo

Glu
105

Ser Leu

10

Saxr Gln

Lya hla

val Fro

Thr Ile
75

Glon Tyr
S0

Tl Lys

152

Ber

Ahap

Fro

Ber
(11
cear

Arg

Ala

val

Lya
45

hrg

Eear

Tyxr

Ber

Sar

30

Leu

rhe

Iaua

Thr

Val
15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pror
95

Gly

Ala

Ile

Gly

Ero

g0

Pror



10

15

ASp

val

Tyr

Sar
865

GElu

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ile

Arg

Ala

Sar

50

Gly

Asp

Phe

GEln

val

Tcp

s

Ala

Sear

EFhe

Gly

102
108
PRT
Secuencia artificial

Het

Thr

20

Iyr

Sar

Gly

Ala

Zln
100

Thr

Ila

Eln

Phea

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

=1ln

Tan

Azp

70

Tyr

Thr

se sintetiza la secuencia

102

Rap Ile Gln

1

Asp

Val

Tyr

Smr

63

Elu

Thr

Ary

Ala

3ar

50

=1y

Asp

Pha

val

Tcp

3z

Ala

Sl

Fha

Gly

Mat

Thr
20

Tyr

sar

Gly

Ala

zln
100

Thr

Tla

Gln

Pha

Thx

Thr

25

Gly

Gln

Thr

Gln

Lau

Ay

70

Tyr

Thr

Ser

Cya

Lys

Tyr

55

Phe

Ty

Lya

Sar

Cyx

Lys

Tyr

a5

Fhe

Tyr

Lys=s

ES 2774 380 T3

Fro

Arg

Frc

A0

Sar

Thr

Cys

val

Fro

Arg

rro

40

sar

Thx

Cys

VYal

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leamn

=ln

Glu
105

Sar

Ala
25

Gly

Gly

Lau

Glo

Glu
105

Ser
10

Ser

Lys

Val

Thr

Eln

S0

Ila

Sar

10

Sar

Lys

Val

Thr

Glo

ai

Ile

153

Lau

Gln

Ala

Fro

Ile

5

Fhea

Ly2a

Lau

Glmn

hla

Fro

Tlm

TS

Ear

Lys=

Ser

Asp

Fro

Sar

60

Sar

Fha

Sar

Axp

rro

Sar

Sar

Lau

Arg

Ala

Val

Lys

1)

Arg

Sar

Tyr

Ala

Val

Lys
4%

Arg

Sar

Fhe

Ser

Sar

30

Lau

Pha

Team

Thr

Sar

Sar
30

Lau

Fhe

Leg

Thr

val

15

Thr

Lau

Sar

Gln

Fro

95

Val
1%

Thr

Lau

Sar

Flo

Fro
9%

Gly

Ala

Ila

Gly

Pro

80

Pro

Gly

Ala

Ile

Gly

Fro

EN

Fro
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15

20

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Zsp
1

Rsp

val

Tyr

Sar
4]

Eln

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

103
108
PRT

Secuencia artificial

se sintetiza la secuencia

103

Ile G1ln Met

Arg Val Thr
20

Ala Trp Tyr

HSmr ARla Ser
50

Gly Ser Gly

Rap Phe Rla

phe Gly Gln
100

104
108
PRT

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

BS

Gly

Secuencia artificial

Gln

Thr

Gln

L&l

Amp

T0

TyT

Thr

se sintetiza la secuencia

104

Sear

Cys

Lys

Tyt

55

Phe

TyT

Lys

ES 2774 380 T3

Prao

Arg

Fro

40

Har

Thy

Cys

Yal

Sar

Ala

25

Gly

Gly

Lau

Gln

Glu
105

Sar

10

Ser

Lys=s

val

Thr

Gln

a0

Ile

154

Lau

Gln

Ala

Pra

Ila

15

serT

Lys

Sar

Axp

Fro

Hay

60

Sar

Lau

Arg

Ala

Val

Lys

45

arg

Sar

TyT

Zar

Sar

30

Leu

Fha

Lau

Thr

Val

15

Thr

Leu

Hayr

Gln

Fro
945

Gly

Ala

Ile

Gly

Preo

1

Fro



10

15

Azp

Azp

val

Tyr

Ser
65

5lu

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
ASE

1

ASE

Yal

Tyr

Sar
B3

Gl

Thr

Ile

Arg

Alza

Ser

54

Gly

Asp

Fhe

Gln

fal

TR

35

Ser

Phe

Gly

105
108
PRT
Secuencia artificial

Met

Thx

20

TyEL

Ser

Gly

Gln
140

Thr

Ile

Eln

Phe

Thr

Thr

BE

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

740

Tyr

Thre

se sintetiza la secuencia

105

Ile

ALg

hla

Sear
50

Gly

Asp

Fhe

Gln

Val

Trp
35

Ala

Ser

Phe

Gly

Met

Thr

20

Tyr

Sar

=1y

Ala

ln
100

Thr

Ila

Fln

Pha

Thr

Thr

a5
Gly

Glan

Thr

Gln

Taan

Aap
30

Tyr

Thr

Ber

Cys=

Lya

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

oya

Lys

Tyr

35

FPhe

Tyr

Lya

ES 2774 380 T3

Pro

Arg

Pra

40

Ser

Thr

Cys

Yal

Pro

Arg

Pro

47

Sar

Thr

Cyg

Val

Ser

Ala
25

Ely

Gly

Leu

Gln

Glua
105

Ser

Ala
25

Fly

Leu

Zln

3lu
105

Ser

10

1-15

Lys

Val

Thre

Gln

80

Ile

Sar

10

Sar

Lys

Val

Thr

Zln

an
Ila

155

Leu

Gln

Ala

Fro

Tle

15

Ser

Lys

Team

zln

Ala

Fro

Ile
15

Tyr

Ly=

Ber

Fra

Ser

60

Ser

Irp

Arg

Ser

RAsp

Pro

Sar

60

Ser

Lha

Arg

Ala

val

Lyz

45

Arg

Ser

Tyr

Ala

Val

Ly

45

Arg

Ser

Tyr

Ber

Ber

10

Leu

Phe

Leu

His

Sear

Sar

30

Lau

Phe

Leu

Ila

val

15

The

Lau

Ser

G1ln

Pro
85

val

15

Thr

Lau

Car

Gln

Brc

o5

Gly

Ala

Il=

Gly

Bro

go

Pro

Gly

Ala

Ila

Fro
a0

Brc
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15

20

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp
1

Asp

Val

Tyr

Sar
E5

GElu

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

106
108
PRT
Secuencia artificial

se sintetiza la secuencia

106

Ila Sln Mat Thr

Arg ¥Wal Thr Ile
20

Ala Trp Tyr Gln
35

Zar Ala Sar Fha
B0

zly Zar Gly Thr

Asp Phe Ala Thr
a5

Phe Gly Gln Gly
100

107
108
PRT
Secuencia artificial

Eln

Thr

GEln

Lau

Asp

70

Tyr

Thr

se sintetiza la secuencia

107

Asp Tl= Gln Met Thr Gln

1

5

Exp Arg Val Thr Ile Thr

20

Val Ala Trp Tyr Gln Gln

35

Ear

Cys

Lys

Iyr

Fha

Tyr

Ly&

Sar

Cy=

Lys

ES 2774 380 T3

Fro

Arg

PFro

40

Sar

Thr

oys

val

Pro

Sar Sar Lau Sar
10

Rla Ser Sl Asp
25

Gly Lys Ala Pro

Zly val Fro Sar
&0

Lau Thr Ils Sar
75

a2l Sla Tyre Trp
20

Zlu Ile Lys Arg
105

Sar Sar Leay Sar
10

Arg Ala Ser Gln A=p

Fro
40

25

Gly Lwya Ala Fro

156

Ala

Wal

Lys

45

ALg

Sar

Tyy

Ala

Val

Sar

Sgr

Len

Fha

Lau

Thr

wal

15

Thr

Len

Sar

Zln

Fro
a5

Gly

Aala

Ila

Ely

Fra

80

Thr

Ser Val Gly

L5

Smr Thr Ala

3D

Lys Leu Leu Ile

45
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Tyr Ser Rla Ser Fhe Leay Tyr Sar

5Q

55

Zer Gly Ser Gly Thr A=zp Fha Thr

£5

T

E1v Asp Fhe Ala Thr Tyr Tyr Cys

£5

Thr Phe Gly Glo Gly Thr Lys Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

108
608
PRT
Secuencia artificial

HC-Fc (DD) de muCEA-mulL2v

108

Gln Val 31n

1

Ser

Gly

Gly

Lys

&5

Mot

Ala

Eln

val

Yal

Met

Tro

5g

Gly

Glu

Ely

Tyr
130

Lyse

Agn

358

Ile

ATy

Lean

Irp

Thr
115

EBro

1049

Len

Val

20

TrE

Azn

val

Ary

Azp
100

Thr

Leu

Val

Ser

val

Thr

Thr

Bar

ES

Phe

Val

Rla

Gln

Cye

Aryg

ly=

Phe

7a

Lean

Ala

Thr

Bro

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Ary

Tvr

WVal

Gly
135

Gly

Ala

ala

40

Gly

Thr

Bear

Tvyr

Ser
120

He&r

Gly

Leu

Eln

Glu
105

Alas

Zer

23

Pro

Glu

Aup

Aop

Val
145

Ser

ARla

Val

Gln
a0

Ile

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Thr

Aop

0

Glu

Rla

157

Bro

Ile

15

Ser

Lye

Val

Tyzr

Gln

Thr

Ser

=

The

Ala

Lya

Gln

Saxr

Bear

Tyr

Arg

Lys

Thr

Gly

Tyr

&0

Thr

Ala

Hat

Thr

Thr
140

Arg Phe Sar

Bar Leu In

Fhe Ile Pro

Lys

Fhie

Leu

45

NVal

Ser

val

Asp

Thr
125

REn

Pra

hr

309

Glu

Glu

Thr

Iyr
110

Fra

S&r

a5

Gly

15

Glu

Trp

Glu

aAla

Tyr

95

Trp

Fra

M&t

Gly

Pro

a0

Fro

Ala

Phe

Fha

Tyr
20

Gly

Ser

val



Thr
145

val

Ala

Cys

225

Fha

val

FPha

Pro

Pro

205

Wal

Thr

Lys

Ran

Fro
385

Liau

Trp

L&u

Eer
210

Lya

Fro

Arg
220

Ile

Asn

Lys

Glu

FPhe
370

Ala

Gly

Gln

Thr

185

Eer

Fro

Fro

Cys

Trp

275

Glu

Mot

Gly
Glo
355

Fhe

Ela

Cysa

S5er

HSar
180

Trp

Thr

Cys

Lys

Val

260

Fhea

Glu

Hia

Ala

Arg
340
Met

Pro

BEn

Liau

Gly

165

Rsp

Fro

Ly=

Ila

Fra

245

YVal

Val

Gln

Gln

Ala

325

Fro

Ala

Glu

Tyr

Val

150

Ser

L&u

Ear

Val

Cys

230

Lys

YVal

Asp

Ila

Asp

214

Fha

Ly#

Lys

Agp

Asp
390

Lya

Tyr

Gln

hap

215

Thr

Asp

Ala

Asp

Asgn
225

Trp

Gly

Ala

ASP

Ile
Is

A

ES 2774 380 T3

Gly

Ser

Thr

Thr

200

Lysa

Val

Val

Ile

Yal

280

Ear

Lou

Ala

Proa
Lys
3n0

Thr

Thr

Tyr

Ser

L&u

185

Yal

Lysa

Pro

Lau

Sar

265

GZlu

Thr

Aan

Fra

G1ln
345
val

val

Gl

Tha

Gly

170

Sar

Thr

Ila

Glu

Thr

250

Lya

wal

Fha

Gly

Ila

330

wal

Ser

Glu

Bro

158

Pro

155

Val

Sar

Cya

Val

val

235

Ila

Asp

Ris

Arg

Lya

315

Glu

Tyr

Leu

Trp

Ile
345

Glu

Hia

Sar

Asn

Fra

220

HSar

Thr

Asp

Thr

Bar

300

Glu

Lya

Thr

Thr

Glo
g0

Met

Pro

Thr

val

Wal

205

HSar

Liau

Fra

Ala

285

Val

Fha

Thr

Ila
Cys
65

Trp

Asp

Wal

Fha

Thr

150

Ala

hsp

val

Thr

Glu

270

Gln

Eer

Lya

Ila

Pra
350
Met

Thr

Thr

Pra

175

val

Aia

Cys

Pha

Pro

2585

Vval

Thr

Glu

Cya

Sar

335

Pro

Ila

Gly

Asp

wal

160

Pro

Fro

=1y

Ila

249

Lysa

Gln

Lya

Lau

320

Lya

Pro

Thr

Gln

Gly
400
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Saer

Ala

Hiz

Saer

Eer
465

Gln

Len

Gly
545

Ear

FPhe

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Tyr

Gly

Hia

GLly

450

Thr

Gln

Lau

Thr

Gln

530

Thr

han

Gla

Arg

Phe

hEn

Thr

435

Gly

Glo

Sar

Ala

1%

Cys

Gln

Ile

Trp
335

109
445
PRT
Secuencia artificial

Val

Thr

420

Bla

Gly

Glo

Arg
00

Lys

Sar

Arg

Gl
SB0

Ile

Tyr

405

FPhe

Lya

Gly

Gl

485

Mat

Fhe

Gla

Lys

Val

83

FPhe

Ala

Sar

Thr

Sar

Saer

Thr

470

His

Glu

Ala

AREPD

SeT

550

Thr

Asp

Fhe

HC-Fc (KK) de muCEA

109

ASp

Cys

I

Gly

455

Ala

Lau

Asn

Leu

Gla

535

Ehe

Val

Asp

Ala

ES 2774 380 T3

Leau

Sar

440

Gly

Glu

Glua

Tyr

Ero

320

Ten

Glo

Val

Glua

Glo
&00

Aan

Val

425

Hia

Gly

Ala

Gl

Arg

303

Lys

Gly

Leu

Lys

Ser

565

Iar

val

414

Leu

Ser

Gly

Glo

Lian

41949

A3n

Gln

Fro

Glu

Leu

3

Ala

Ila

159

Gln

Hism

Fro

Ser

Glo

475

Tian

Leu

Ala

Agp

355

lys

Thr

Ila

Lys

zlu

Ely

Ala

461

Glo

Met

Lys

Thr

Ary

540

Ala

Gly

val

Ser

Ser

Gly

GEly

445

Brc

Glo

Asp

Leu

Glu

323

Hisz

Glu

Ser

Val

Thr
B05

Azn

Leu

4340

GEly

Ala

zlo

Lann

Frc

314

Leug

val

Azn

Asp
590

Ser

Iy

115

Him

Gly

Zer

Gln

E1ln

495

Arg

Lye

Ehea

hgn

375

Pha

rrco

=lu

Gly

Ser

Gln

430

Elu

Asp

Ila

360

Thr

Teu1

zln



Gln

Ser

=ly

Gly

Lys

Mat

Ala

Gln

val

Thr

las

Thr

val

Sar

Ala

Cy=
225

Fhe

Val

Val

Trp

50

Gly

=1lu

Arg

Gly

Tyr

13D

Len

Trp

Lean

Sar
Ser
Z10

Lys

Fro

Gln

Lys

BTl

35

Ile

Arg

Lan

Trp

Thr

115

Fro

Gly

hen

Gln

Thr
135
Ser

Pra

Fro

Len

Val

20

Trp

R=n

Val

Arg

A=p

100

Thr

Len

Cye

ser

Ear

180

Trp

Thr

Cy=

Lys

Val

Ser

val

Thr

Thr

Sar

BS

Fhe

Val

Ala

Len

Gly

1865

REp

Pra

Lys

Il=

Fro
ey

Gln

Ly s

Arg

Lys

Phe

0

Lean

Ala

Thr

Fro

Val

150

Zer

Leu

Ser

Val

Cy=
230

Lys

Eaer

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Tyr

Val

Gly

135

Lys

Len

TyT

Gln
Eep
215

Thr

Asp

ES 2774 380 T3

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Ser

Tyr

Ser

120

Ser

Gly

Ser

Thr

Thr
200
Iys

Val

Val

Als

Ser

25

Pro

Gln

Resp

Asp

Val

105

Ser

Ala

Tyr

Ser

Len

185

Val

Ly

Prao

Len

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Thr

Asp

90

Glu

Ala

Ala

Fhe

Gly

170

Bar

Thr

Ila

=l

Thr
230

160

Val

Tyr

Gln

Thr

Fer

=

Thr

Ala

Lys

Gln

Pro

155

Val

Bar

Cys

Val

Val
235

Il=

Ly=

Thr

Gly

Tyr

&l

Thr

Ala

HMet

Thr

Thr

140

Glu

His

Sar

AEN
Fro
220

Ser

Thro

Ly=

FPhe

L

43

Val

Fer

val

Asp

Thr

125

ATl

Pro

Thr

val

Yal
205

Ser

Len

Brao

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Tyr

110

FPra

Sar

Yal

Phe

Thr

130

Ala

Val

Thro

Gly

15

Glu

Trp

Glu

Ala

Tyr

a5

Trp

Fra

Mat

Thr

Brao

175

val

His

Cys

Phe

Fra
235

Als

Phe

Mat

Phe

Tyr

Cys

Gly

Ser

val

Val

160

Ala

Fro

Pro

Gly

Ilm
240

Ly=s
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Val

Pha

Pro

Fro
345

Val

Tht

Lys=

Azn

Pro
385

Ser

Rla

Eis

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Thr

Ser

Aoy

230

Il=

R=n

Lys

Lys=

Pha

370

Ala

Tyr

Gly

His

Cys

275

Gln

Met

Ser

Gly

G1n

355

Pha

Glu

Pha

Azn

Thr
435

110
215
PRT
Secuencia artificial

Val

260

Pha

Gln

Him

Rla

Aoy

240

Mmt

Pro

Agn

Val

Thr

420

Glu

Val

Val

Gln

G1n

Rla

325

Pro

Ela

(EX R

Tyt

Tyr

405

Pha

Lys

LC de muCEA

110

Asp Tle Glno Met Thr

1

5

Val

Rap

Il=

Rar

310

Pha

Lys

Ly=

Rsp

Lys

350

Ser

Thr

Ser

Ela

hap

hen
Z3%

Trp

Gly

Ala

hsp

Ila

75

Agn

Lys

Cy=

Len

ES 2774 380 T3

Ilm

Val

23D

Jer

Lem

Ela

Pra

Lys

3&60

Thr

Tht

Len

Ber

Ser
440

Ser

265

Glu

Tht

Axn

Prao

Gln

45

Yal

Val

Gln

Amn

Val

425

His

Ly

Val

Fha

Gly

Ile

230

val

Ser

=lu

Pra

Yal

410

Leu

Ser

hep

Hi=

Ardg

LyE

315

=l

Tyt

Leu

Trp

Il

385

=ln

His

Pra

AEp

The

Jer

300

=lu

Lys

Tht

The

FZln

3s0

Met

Ly

=lu

Gly

Pro

Ala

285

val

Phe

The

Il=

CyE

365

Irp

Ly's

Ser

Gly

Lys
445

=lu

270

Gln

e

Lys

Ile

Pra

220

Mat

Azn

The

Amn

Leu
4=0

Val

The

Gln

Cys

Ser

335

Pra

Ile

Gly

hsE

Trp

415

His

E=ln

Lys

L

Arg

320

Lys

Pro

The

Zln

Gly

400

=ln

Azn

Gln Ser Pro 3er Ser Iau S8r Ala Sar Val Gly

10

161

15
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Val

Tyr

Sar
&5

=lu

Pha

Ala

Gly

Ile
L45

Teann

Zer

TyT

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2774 380 T3

Arg ¥al Thr Ile Thr Cya Ly=2 Ala Ser Ala Ala
20 23

Ala Trp Tyr Fln Gln Lys Pro Gly Lys Ala FPro
s 410

Ser Ala Sear Tyr Arg Lya Arg Gly val Pro Sar
50 55 &0

Ely Ser GEly Thr Asp Phe Thr Leu Thr I[le Ser
T 75

Azp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys His Glo Tyr Tyr
H3 20

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Iea Glu Ile Lya
104 105

Prc: Thr val Zer Ile Phe Pro Pro Ser Sear Glu
115 120

Gly Ala Ser val val Cys FPhe Leu Asn Asn Bhe
134 135 140

Asn Val Lys Trp Lya Ile RAap Gly Ser Gluo Arg
154 155

Asn Ser Trp Thr Asp Gln AsSp Ser Lya Asp Ser
165 110

Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp Glu Tyr Glu
1E4Q 185

Thr Cys Glu ala Thr His Lys Thr 8Ser Thr Ser
195 200

Phe Aazn Arg Asn Glo Cys
210 215

111

442

PRT

Secuencia artificial

HC con DAPG de mulgG1 frente a PD-L1 YW243.55.570

111

162

Val

Lys

45

Arg

Sar

Thr

Artg

Gln

125

Ty

Glo

Thr

Arg

Fro
205

Gly

Len

Fhe

Leau

Tyr

Ala

110

Tean1

Fro

AAn

Ty

His

130

Ile

Thr

Len

Sar

Elo

Pro

25

Asp

Thr

Lys

Gly

Har

175

Azn

val

Tyr

Ile

Fro

ED

Leu

Ala

Sar

ARap

Yal

180

HMet

Zar

Lya



GZlu

Sar

Trp

Ala

Lya

&5

Ala

Leu

Cys
145

Ser

Ser

Trp

Thr

Cye
225

Lys

val

Lau

Tla

Trp

50

Sly

Gln

Avrg

Val

Ala

13d

Leu

Ely

Asp

Pro

Lye
210

Il

Pro

Gln

Ay

His

is

Ile

ALy

Heat

Avg

Thr

11%

Pro

Val

Ser

Ser
195

Val

Cy=

Lys

Leu

Leu

20

Trp

ser

Phe

Asn

His

100

val

Gly

Lys

Leu

Tyr

124

Glu

Thr

Asp

Val

ser

Val

Fro

Thr

Ser

85

Iro

Ser

Sar

Gly

Ser

LES

Thr

Thr

Lyes

val

Val
245

3lu

Cva

Arg

Iyr

Ile

T

Pro

Ahla

Ala

Tyr

150

Ser

Leu

Val

Lye

Froa

230

Leu

Sor

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Ala

Ala

135

FPhe

Gly

Ser

Thr

Ile
215

Glu

Thr

ES 2774 380 T3

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Gly

Lye

120

Gln

Pro

Wal

Ser

oys

200

Wal

val

Ils

Gly

Ser

25

BPro

Sar

Glu

Fha

105

Thr

The

Glu

Hig

Ser

135

Azn

Fro

Sar

Thr

Gly

Gly

Gly

Thr

Thro

Asp

20

hzp

Thr

Asn

Pro

Thr

170

Val

Val

Arg

Sar

Leu
250

163

Leou

Fhe

Lys

Iyr

Ser

5

Thr

Tyr

Fro

Ser

Val

155

Phe

Thr

Ala

val
235

Thr

wal

Tho

Gly

Iyr

60

Lya

hla

Irp

Fro

Met

144

Thr

BPro

Val

His

CyE
220

Phe

Pro

Gln

Fhe

Lew

Ala

Agn

Val

Gly

Ser

125

Val

Wal

Ala

Fro

Pro

205

Ely

Ila

Ly=

Pro

Ser

30

Gl

Az

Thr

Tyr

GEln

110

Val

Thr

Thr

Yal

Ser

140

Ala

C¥EB

Phe

val

Gly

hep

Trp

Sar

Ala

Tyr

3t

Gly

Tyr

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Ser

Lyes

Pro

Thr
255

Gly

Ser

Vval

Val

Tyz

BO

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Thr

Ser

Pro

Pro
241

Cy=
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Val

Fhe

Glna

His
305

Ala

Arg

Met

Pro

BEn
3E3

Val

Thr

Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Val

Val

Gln

230

Gln

Ala

Fro

Ala

Gln

370

Tyt

Tyt

Fhe

Lys

Val

h=p

275

Phe

Asp

Phe

Lys

Lys

355

hsp

Lys

Sar

Thr

Ser
435

112
214
PRT
Secuencia artificial

Asp

260

R=p

Rran

Trp

Gly

Ala

340

Asp

Ile

Afn

Lys

Cys=

420

Leu

Ile

Val

Zer

Len

Ala

325

Fro

Lys

Thr

Thr

Leu
405

Ser

Zer

Her

Glu

Thr

ALTL

310

BFro

Glno

Val

Val

Gln

380

hen

Val

His

Lys

Val

FPhe

235

Gly

Ile

Val

Ser

Gln

375

BPrd

Val

Len

Ser

ES 2774 380 T3

Resp

Hie

230

Arg

Lys

Gln

Tyr

Leu

360

Trg

Ile

Gln

Hisz

Bro
440

Ala

265

Thr

Ser

Gln

Lys

Thr

345

Thr

Gln

Met

Lys

Glu
425

Gly

Fro

Ala

Tal

FPhe

Thr

330

Ile

2ys

Trp

REp

Ser

410

Gly

Lys

Glu

Gln

Fer

Lys

ils

Ile

Fro

AED

Thr
385

Azn

Len

Yal

Thr

Glua

300

Cys

Ser

Fra

Tle

Gly

380

ASpE

Trp

His

LC con DAPG de mulgG1 frente a PD-L1 YW243.55.S70

112

Glo

Gln

285

Leun

Arg

Ly

Fra

Thr

365

Gln

Gly

GFlu

Azn

Phe

270

Pro

Fra

val

Thr

Ly=

350

Asp

Pra

Fer

Ala

His
430

Ser

Arg

Ile

AT

Lya

335

Gln

Phe

Ala

Tyr

Gly

415

His

Trcp

Glu

Fer

azag

Gly

Gln

Phe

Glu

Phe

4400

Agn

Thr

Atp Ile Gln Mat Thr Gln Sar Pro Sar Sar Lau Sar Ala Sar val Gly

1

5

10

1%

Agp Arg Val The Ile Thr COysz Arg Ala Sar Gln Asp Val Ser Thr Ala

20

25

164

30
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Val Als Trp Tyr Gln Gln lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leun ILla

Tyr Sar Ala Sar Phe Lau Tyr Sar Gly Val Pro Sar Arg Pha Sar Gly
50 55 &0

Sar Gly Sar Gly Thr Asp Phe Thr Lau Thr Ile Sar 3ar Lau Glo Pro
LS 0 75 an

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gluo Tyr Leu Tyr His Pro Ala
g5 a0 s

Thr Pha Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ilae Lys Arg Ala Asp Ala Ala
100 105 110

Pra Thr Val Sar Ile Phe Pro Pro Sar Sar Glu Gl Lau Thr Sar Gly
115 120 125

Ely Ala Ser Wal ¥al Cys Phe Leu Asn Asn Phe Tyr Pro lys Asp Ile
130 135 140

Agn Val Lyz Trp Lye Ile Asp Gly Sar Glu Arg Gln Aszn Gly Val Lau
14% 150 155 led

Asn Sar Trp Thre Asp Gl Asp Sar Lys Asp Sar Thr Tyr Sar Mat Sar
185 170 175

Ser Thy Leu Thr Leuw Thr Lys Asp Glu Tyr Glu Arg His Asn Ser Tyr
180 185 190

Thr Cy= Glu Ala Thr His Lys Thr Sar Thr Sar Pra Ila ¥al Lys Sar
135 200 205

Pha Asn Arg ARsn Glu Cys

2110
<210> 113
<211> 107
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 113

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
1 5 1d 15

Zln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Wal ¥Yal Cys Leu Leu Asn Asn Phe
20 25 30

165
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Tyr

Ser

Thr
&5

Lys

Fro

Gly

B0

Tyr

His

At

35

Asn

Ser

Lyg

Pro ¥al Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

114
330
PRT
Homo sapiens

114

Rla S&r Thr

1

Ser

Fhe

Gly

Len

£5

Tyr

Ly=

Fro:

1ys

Val
145

Prco

Val
LA

Ber

Ile

Val

Ala

Fro

1320

Val

Flun
35

Hix

Ser

Cys

G1lu

Fro
115

Lys

Yal

Glu

Sar

Leu

val

Lys
loqa

Lys

Ely

20

Fro

Thr

Val

REn

Froc

100

F1lu

ASP

Aep

Aala

Eln

Ser

Tyr

a5

Ser

Gly

Gly

Val

Fhe

Val

val
£5
Lys

Leu

Thr

Val

Lya

@lu

Ser

Ala

Phe

Fro

Thxr

Thr

Ero

Thxr

70

ALD

Ser

Leu

Leu

Ear
150

Val

Ser

55

Thr

Cvs

Azn

Bar

Ala

Val

Ala

55

val

His

Cys

Ely

Met

1335

His=
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Gln

40

Val

Leu

Glu

val

Ala

Ser

a0

Val

Froc

Lyk

AEDR

Ely

120

Ile

Flu

Trp

Thr

Thr

val

Gly
1a&

Ehea

Leu
25

Trp

Sex

Fro

Lys

105

Fro

Ser

AEE

Lya

@lu

Leu

Thr

a0

Glu

Ero

10

GEly

Axn

Gln

Sexr

Sar
&0
Thr

Jer

Arg

Fro

166

Val

GEln

Ser

His

Cys

Leu

Cya

Har

Sar

Sex

15

AAn

His

Val

Thr

=1lu
155

Asp

Asp

a0

Lys

GEln

Ala

Ley

Gly

Sar

&0

Len

T™hz

Thr

Fhe

BEra

140

Val

Agr

43

Ser

Ala

Gly

Fro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

oy

Leu

125

(CIR]

Lys

Adla

Lys

Asp

Leu

Ber

Lys

30

Lay

Ly

Thr

vVal

Fro

114

Fhe

Val

Fha

Leu

Asp

Tyr

ser
a5

Sar

15

Thr

Tyr

Gln

85

Fro

Pro

Thr

Aan

Gln

Ser

Glu

Jer

Lyes

Tyr

Sar

Sar

Thr

a0

Ly&

CYE

Pro

Cye

TEp
160
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15

TyxT

Glua

Hi=

Lya

Gln
225

FE-111

BErgo

AN

Tan

Val
205

Gln

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

YVal

Gln

Gln

Ala

210

Erc

Thr

Ser

Tyr

Tyx

290

Ehea

Lys

Agp

Tyr

REE

195

Len

Arg

Lysg

Asp

Lys

275

Sar

Ser

Ser

115
19

PRT
Secuencia artificial

Gly

Axn

1E0Q

TrE

BErc

GFlu

REN

Ile

280

Thr

Ly=

Cya

Leu

YVal

165

Ser

Lieu

Ala

Prg

EBln

245

Ala

Thr

Leua

Ser

Ser
325

secuencia lider

115

Mat Amp Trp Thr
1

Ala Hais Ser

<210>
<211>
<212>

116
57
ADN

TrE
5

zlu val

Thr Tyr

RAEn Gly

Pro Ila
215

Gln val
230

Val Sar

Val Flu

Prg Pro

Thr Val
295

VYal Met
310

Leu 3Ser
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Hig

Lys

200

=1lu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Axp

Hi=

Prg

fan

Val

185

Elu

Lys

Thr

Thr

=lu

2675

Leu

Lye

Flu

Gly

Ala

170

Val

Ty

Thr

Leu

Cys

250

Sar

Ser

Ala

Lys
33Q

Lys

Ser

Ly=

Ila

Prg

2375

Len

hgn

ser

Arg

Leu
315

Thr

Val

Cy=

Ser

221

BPrgo

Val

Fly

hgp

Trp

00

His

Lys

Leu

Lys

205

Lys

ser

Lys

=ln

Gly

283

Gln

Rksn

Brg

Thr

150

“al

ARla

Arg

Gly

Bro

270

ser

Gln

His

Arg

1735

Val

Sar

Lys

Fhea

255

Glu

Fhe

Ely

Tyr

Zlu

Leu

AaT

Gly

Elu

240

Tyr

Agn

Phe

Aan

Thr
320

Arg Ile Leu Fhe Leu Val Ala Ala Ala Thr &ly

10

167

15
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia lider

<400> 116

atagactgoa cotggagaat ooteotrtottg ghtgooagoag cracaggago ccactan
<210> 117

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia lider

<400> 117

atggactgga cotggaggat cotottottyg gtggcageagy ccacaggage cgcactcog
<210> 118

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia lider

<400> 118
Met Asp Met Arg Wal Pro Ala Glo Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trg
1 & 10 15

Phe Pro GCly Ala Arg Cys

20
<210> 119
<211> 66
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223>  secuencia lider
<400> 119
atggacatga gggtcoccocge tcagetectg ggocotaectgoe tgototggrtt cccaggtgeoc
agatgt
<210> 120
<211> 19
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia lider

<400> 120

Mat Gly Trp Sar Cyv=s Ila Ile Lau Phe Lau Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15

Val Hig Ser

<210> 121

168

=0

57

&0

G



10

15

20

25

30

35

40

ES 2774 380 T3

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia lider

<400> 121

atggogatgoa gotgtateat ectcottctktg gtagcaacan ctacoggegr goatteo 5%
<210> 122

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia lider

<400> 122

atgggotggt coctgoatcat cockgetteotg gtggotacey cocactggagt goattoo 57
<210> 123

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia lider

<400> 123

atgggcoctggt cotgoatocat ocotgittotg gbkogocacag ccaceggogt geoactet 57
<210> 124

<211> 604

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HC-Fc (DD) de muFAP-mulL2v

<400> 124

Gl: Val Fln Leu Leu Flu Ssr Gly GFly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 13

Sar ITau Aryg 1w Sar Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Sar Tyr
a0 25 30

Ala Mat Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lya Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser aAla Ile Ile Gly Ser Gly Ala Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 50
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Lys

Lan

Ala

Val

ala

Leu

145

Ely

Pro

Lys

Ile

228

Fro

Val

Val

Gln

Gln
ans

Ely

zlo

Lys

Thr

Proc

130

val

Sar

Leu

Val
210

Cye

Lys

Val

Axp

Ile

291

Asp

Arg

Hat

Gly

Val

115

Gly

Lys

Ty

Eln
195

rsp

Thr

Anp

Ala

Azp

27E

Asn

Trp

Fhe

ABn

Trp

104

Sar

Ser

Gly

Sar

Thr

1EQ

Thr

Lys

Val

val

Tla

260

Val

Zer

Thr

Ser

3k

Fhe

Sar

Ala

VL

Sar

165

Len

Val

Lys

Fro

Leu

£qd3

Sar

Glu

Thr

AEn

Ile

70

Leu

Gly

Ala

Ala

Fhe

130

Gly

ser

Thr

Tle

F1lu

2340

Thr

Lye

Val

Fhe

Ely
i1d

Sar

Arg

Gly

Lys

Gln

135

ELo

Val

Sexr

Wal

21%

Val

Ile

hsp

Hiem

arg

2335

Lys
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Arg

Ala

Fhe

Thr

124

Thr

Glu

Hie

Sexr

Asn
200

Fro

Sar

Thrc

Lep

Thr

220

et

F1lu

Asp

Elu

hsn

105

Thr

hon

FLo

Thr

val

185

val

Arg

car

Leu

Fro

265

Aln

wal

Fhe

AEn

Asp

20

Ty

Fro

Sexr

val

Phe

1740

Thr

Ala

Asp

Val

Thr

250

=l

ZFln

Eer

Lys

170

Sar
75

Thr

Fro

Met

Thr

155

Pro

val

Eis

oys

Fhe

23E

Fro

Val

Thr

Glu

cys
als

Lys

Ala

Gly

Sar

Val

140

val

Ala

Fro

Fro

Gly

220

Ile

Lys

Fln

Lys

Ll

2040

Arg

AEnN

Val

Gln

Val

125

Thr

Thr

Val

Ser

Ala
205

oye

Fhe

Yal

Fhe

Fro

23E

Pro

Val

Thr

Tyr

Gly

110

Tyr

Len

Tcp

Ser
120

Lys

Fro

Thr

Car

2710

Arg

Ile

Azn

Tyr

25

Thr

Fro

Gly

REN

Gln

175

Thr

Fro

Fro

C¥s

235

Trp

Flu

Mt

Car

Tyr
£D

Cyre

Len

Cys

s

1e0

Sar

TIp

Thr

ey 1]

Lys

244

Tal

Fhe

Glu

His

Ala
3210



Ala

Fro

Ala

Zlu

Tyr

B3

Tyr

Fhe

Lys

Gly
Sar

465

Glo

Fha

=la

Lys

545

Val

Fhe

Lys

Ly=

ryp

ata

ASp

Sar

Thr

ser

Sar
440

Thr

Hig

3l

Ala

AED

330

Ser

Thr

Fly

Aln

Asp

L)

Tl=

Asn

Asp

CYE

Ll

433

Fly

Ala

Ash

L1

51k

zla

Fhe

Val

Alm

Fro

334

Ly=

Thr

Thr

Lau

Smr

420

Zer

Gly

=1ln

G1la

Tyr

S00

EFro

Leu

Gln

Val

Fro

3ZE

Eln

Val

Val

Gln

hEn

408

Val

His

Gly

Ala

Gln

485

Arg

Lys

Gly

Lys
565

Ilm

val

Sar

Flu

Fro

294

Wal

Eer

Gly

z1ln

470

Leaun

Ant

Gln

Pro

Glu
550

Flu

THE

Gln

Hig

Fro

Sar
455

G1ln

Leu

Leaix

Ala

Lau

333

Asp

Lys
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Lye

Thr

Thr

3isd

Gln

Met

Ly=

Flu

Gly

444

Ala

zZ1ln

Mat

Ly=

Thr

520

Arg

Ala

Gly

Thr

Il=

243

cys

Trp

Asp

Sar

Gly

425

Gly

Fro

Gln

ARp

Leair

505

GE1lu

Hig

3lu

Sar

Ile

3234

Fro

Mat

Azn

Thr

Azn

414

Leanl

Gly

Ala

Gln

Leu

400

Bra

Lau

Val

hdan

Asp
570

171

Car

Fro

Ile

Gly

Aap

235

Hig

Gly

Car

Gln

435

Gln

Arg

Lys

Lau

Fhe

555

Arn

Lye

Fro

Thr

Zln

3zd

Gly

Ela

Azn

Gly

Car
444

Gln

Glu

Met

Anp

AEp

340

Ile

Thr

Thr

Lys

Azn

3165

Prao

Ser

Ala

Hig

ger

445

Car

Gln

Leu

Lauy

Leu

525

Gly

Fer

Pha

Lye

&1l

230

Fhe

Ala

Tyt

Gly

Hig

43d

Gly

Thr

Gln

Leu

Thr

510

Gln

Thr

Asn

Glu

Gly Arg
33E

Gln Met

Fhe Fxo

Gl Azn

Fhe val
409

Azn Thr
415

Thr Glu

Gly Gly

Car Car
Gln Gln
480

Ser aArg
425

Ala lys

Cys Leu

Gln Sar

Ile Arg

560

Cys Gln
575
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Phe Asp Asp Glu Zar Ala Thr Val ¥Val Asp Pha Leu Arg Arg Trp ILla

S80

585

Ala Fhe Ala Gln fSer Ile Ile Ser Thr Zer Pro Gln

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

1

Sar

Ala

Sar

Lys

63

Leu

Ala

Val

Ala

Lenu

145

GEly

Asp

£45

125
441
PRT

Secuencia artificial

HC-Fc (KK) de muFAP

125

Val

Lau

Mat

Ala
50

Gly

Gln

Ly=

Thr

Pra

130

Val

Sar

Lau

Glno

Arg

sSar

35

Ila

Arg

Mat

Gl

Val

115

Gly

Ly=

Leu

Tyr

Lau

Lana

20

Trp

Ila

Pha

Az=n

Trp

100

sar

Sar

Gly

Sar

Thr
1490

Lau

Sar

Yal

Gl

Thr

Sar

14]

Phe

ser

Ala

Tyr

Sar

les

Lau

Glu

Cya

hrg

Sar

Tla

Ta

Lsu

=l

Ala

Ala

Pha

1ED

Gly

Sar

Sar

Ala

Fln

Gly
55

Sar

Arg

=1

Lys

G1n

135

Pra

Wal

Ser

E00

Gly

Ala

Ala

an

Ala

Arg

Ala

Pha

Thr

120

Thr

Z1lu

His

Ser

Zly

Sar

25

o

Sar

Asp

Gl

ABT

102

Thr

Asr

FPra

Thr

Val
185

Gly

14

Gly

ZLly

Thr

Aen

Aszp

=L

Tyr

Bra

Ser

Wal

Fhe

170

Thr

172

Lau

Phe

Lys

Tyr

Sar
75

Thr

Trp

Pra

Thr
155

Bro

Val

Wal

Thr

ZLly

Tyr
&0

Lys

Ala

Gly

SZer

Val

140

Val

Ala

Ere

Zln

Pha

Lau

45

Ala

Asn

Val

Gln

Val

125

Thr

Thr

Val

Zer

5320

BPra

Sar

30

Flu

Thr

Tyr

Gly

11q

Tyr

Lan

Trp

Zer
Lsd

Gly
15

Sar

Trr

Sar

Tyr

25

Thr

Feo

1y

R=n

Fln

175

Thr

Gly

Tyr

val

Yal

Tyr

ED

cys

Leu

Lo

cys

Ber

16d

SZer

Trp



Pro

Iys

Tle

225

Pro

Val

Yal

Eln

F1ln
305
Ala

Pro

Ala

Zlu

Tyr

385

Tyr

Fha

Lys

<210>

Jer

Yal

210

Cys

Lye

Val

Asp

Ile

230

Asp

Phe

Lys=

Ly=

Asp

370

Lys

Sar

Thr

s3ar

Gln

135

Asp

Thr

AR

Ala

hep

275

AED

Trp

Gly

Ala

Asp

355

Ile

Amnn

Lys

Cys

Lau
435

126

Thr

Lys

Val

Yal

Tle

ZED

Yal

Ser

Leu

Ala

Pro

340

Ly=

Thr

Thr

Leaiy

Sar

420

s3ar

Val

Lys

Bro

Leu

245

Fer

Glu

Thx

Ast

Pro

325

Gl

Val

val

Gln

AhEn

405

Vval

Hiz

Thr

Tle

Elu

230

Thr

Lys

Wal

Phe

Gly
310
Ile

al

Sayr

Glu

Pro

320

Val

Lau

s3ar

Cya

Val

215

Val

Tl=

Asp

His

Arqg

245

Lys

Glu

Ty r

L=

TR

373

Tle

Gln

His

Pro
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ARn

200

Pro

Ser

Thr

Asp

Thr

280

ger

Glu

Lys

Thr

Thr

360

Gln

Met

Lys

Glu

Gly
440

Val

Arg

Ser

Leu

Bro

265

Ala

Val

Fhea

Thr

Ile
345

Cys

TCE

Lys

Sar

Gly

425

Lys

Ala

Asp

Val

Thr

ZE0

Gl

Ele

s5er

Lys

Ile
330

Bro

Hat

Asn

Thr

Arrn

410

Lau

173

Hi=

Cys

Ehe

235

Pra

Val

Thr

LEXRE

cye
315
Eer

Bro

Tla

Gly

Asp

385

Tep

His

Fro

Gly

220

Tle

Lys

Gln

Lys

Leu

200

Bryg

Lys

Bro

Thr

Gln

380

Gly

=1

Asn

Ala
205

oy

Fhe

Yal

Phe

Ero

285

Pro

Val

Thr

Ly=s

Ren

365

Fro

Ser

Ala

His

Ser

Lys

Erao

Thr

Ser

270

Arg

Ile

hAsn

Lye

Lys

350

=1, 1

Ala

Tyr

Gy

HisE
430

Ser

Bra

Era

Cy=

285

Trp

Gl

Met

Ser

Gly

333

Gl

Ehe

Glu

Fhe

REr

415

Thr

Thr

Cys

Lys

49

Val

Bhe

Glu

Hi=

Bla
320
Rrg

M=t

BErg

Asn

Val

400

Thr

Glu
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

215
PRT
Secuencia artificial

LC de muFAP

126

Glu Ile Yal

1

Glu

Tyr

Ile

Ely
63

Fra

Bro

Bla

Gly

Ile

145

Leu

Ser

Tyr

Eaer

Arg

Leu

ABiL

S

Sar

3l

Thr

Fro

Gly

1240

Azn

Agn

Ser

Thr

Phes
210

Ala

Ala

35

Yal

Ely

Asp

Fhe

Thr

115

hla

val

Ser

Thr

Cys

135

Bsn

Len

Thr
20

Trp

Gly

2ar

Fhe

Gly

100

val

Her

Ly=s

Trp

Leu

1840

Glu

P.n..l'_‘g'

Len

Tyr

Ely

Ala

ES

Fln

Ser

Val

Trp

Thr

1kS

Thr

Ala

29141

Gln

Ser

Gln

Acy

Thr
70
Val

Gly

Ile

Val

Lys

150

Bap

Leu

Thr

Gla

Sar

Cya

Gln

aAry

55

Asp

Ty

Thr

Fhe

Cys

135

Ile

Glo

Thr

His

Cya
215
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Pro

Arg

Ly=

40

Ala

Fhe

Ty

Lys

Fro

1240

Fhe

Azp

Asp

Lys

Ly=
200

Ely

Ala

25

Ero

Thr

Thr

Cys

YVal

105

Fro

Lau

Gly

Ser

Azsp

185

Thr

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

20

GZln

Ser

Axn

Ser

Lys

170

Glu

Sar

174

Len

Gln

Gln

Ile

Thr
15
Gln

Ile

ser

Azn

Glu

155

Agp

Tyr

Thr

Sar

Ser

Ala

Fro

&0

Ile

Gly

Lys

=lu

Fhe

1440

Arg

Ser

Glu

Sar

Len

val

Ero

45

hsp

ser

Ile

Arg

=ln

123

Tyr

Glo

Thr

Arg

Ero
205

Sar

Thr

20

Arg

Aoy

hAry

Hat

Ala

114

Leu

Fro

Azn

Tyr

His

190

Ila

Pro

15

Ser

Leu

Fhe

Lan

25

hsp

Thr

Lys

Gly

Ser

175

Asn

Val

Gly

Ser

Len

ger

Ela
g0

Pro

Ala

ser

Asp

val

160

M=t

Ser

Lys
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REIVINDICACIONES
1. Una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1
humano para su uso como una politerapia en el tratamiento del cancer, para su uso como una politerapia en la
prevencion o tratamiento de metastasis, para su uso como una politerapia en el tratamiento de enfermedades
inflamatorias, o para su uso como una politerapia en el tratamiento o retraso de la progresion de una enfermedad
relacionada con el sistema inmunitario, tal como inmunidad tumoral,

en la que la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor usada en la politerapia se caracteriza por
comprender

a) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:84, y SEQ ID NO:86 y SEQ ID NO:88, o

b) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO: 108, y SEQ ID NO: 109 y SEQ ID NO: 110, o

c) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:79, y SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81, o

d) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO: 124, y SEQ ID NO: 125y SEQ ID NO: 126,

y el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:92, o

b) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:93, o

¢) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:94, o

d) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:95, o

e) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:96, o

f) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:97, 0

g) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:98, o

h) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:99, o

i) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 100, o

j) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 101, o

k) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO: 102, 0

I) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 103, o

m) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 104, o

n) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 105, o

0) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 106, o

175



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2774 380 T3

p) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:91 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 107.

2. La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1
humano para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el tratamiento del cancer.

3. La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1
humano para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en el tratamiento de cancer de mama, cancer de pulmoén,
cancer de colon, cancer ovarico, cancer de melanoma, cancer de vejiga, cancer renal, cancer de rifién, cancer de
higado, cancer de cabeza y cuello, cancer colorrectal, melanoma, cancer pancreatico, cancer de carcinoma gastrico,
cancer esofagico, mesotelioma, cancer de préstata, leucemia, linfomas, mielomas.

4. La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en combinacion con un anticuerpo que se une a PD-L1
humano para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la prevencién o tratamiento de metastasis.

5. La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1
humano para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el tratamiento de enfermedades inflamatorias.

6. La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1
humano para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el tratamiento o retraso de la progresion de una
enfermedad relacionada con el sistema inmunitario, tal como inmunidad tumoral.

7. Una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en combinacion con un anticuerpo que se une a PD-L1
humano para su uso en

i) la inhibicién del crecimiento tumoral en un tumor que expresa la diana de la inmunocitocina; y/o

ii) la potenciacion de la mediana de la supervivencia y/o supervivencia global de sujetos con un tumor que expresa la
diana de la inmunocitocina;

en la que la diana se presenta en una célula tumoral o en un entorno de células tumorales, en la que la
inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor usada en la politerapia se caracteriza por comprender

a) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:84, y SEQ ID NO:86 y SEQ ID NO:88, o

b) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO: 108, y SEQ ID NO: 109 y SEQ ID NO: 110, o

c) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:79, y SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81, o

d) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO: 124, y SEQ ID NO: 125 y SEQ ID NO: 126;

y el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:92, o

b) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:93, o

¢) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:94, o

d) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:95, o

€) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:96, o

f) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:97, 0

g) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:98, o

h) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:99, o
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i) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 100, o

j) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO: 101, 0

k) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 102, o

I) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 103, o

m) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO: 104, o

n) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 105, o

0) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 106, o

p) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:91 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 107.

8. Una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en combinacion con un anticuerpo que se une a PD-L1
humano para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en

i) la inhibicion del crecimiento tumoral en tumores que expresan CEA; y/o

ii) la potenciacion de la mediana de la supervivencia y/o supervivencia global de sujetos con un tumor que expresa
CEA,

en la que la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor es una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida al
antigeno carcinoembrionario (CEA), en la que la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA se administra en
combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1 humano;

en la que la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a CEA usada en la politerapia se caracteriza por comprender
a) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:84, y SEQ ID NO:86 y SEQ ID NO:88, o

b) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO: 108, y SEQ ID NO: 109 y SEQ ID NO: 110.

9. Una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1
humano para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en

i) la inhibicion del crecimiento tumoral en un tumor que expresa FAP; y/o

ii) la potenciacion de la mediana de la supervivencia y/o supervivencia global de sujetos con un tumor que expresa
FAP;

en la que la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor es una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a
la proteina de activacion de fibroblastos (FAP), en la que la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a FAP usada
en la politerapia se caracteriza por comprender

a) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:79, y SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81, o
b) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO: 124, y SEQ ID NO: 125 y SEQ ID NO: 126.

10. Una inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor, para su uso en el tratamiento de un paciente que tiene
un tumor que expresa el antigeno carcinoembrionario (CEA) o un tumor caracterizado por la expresion o
sobreexpresion de CEA, que tiene un tumor que expresa la proteina de activacion de fibroblastos (FAP) o un tumor
caracterizado por la expresion o sobreexpresion de FAP o que tiene un tumor asociado con la expresiéon o
sobreexpresion de CEA o FAP, y en la que la inmunocitocina se administra en combinacién con un anticuerpo que
se une a PD-L1 humano,
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en la que la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor usada en la politerapia se caracteriza por
comprender

a) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:84, y SEQ ID NO:86 y SEQ ID NO:88, o

b) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO: 108, y SEQ ID NO: 109 y SEQ ID NO: 110, o

c) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:79, y SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81, o

d) las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO: 124, y SEQ ID NO: 125 y SEQ ID NO: 126;

y el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:92, o

b) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:93, o

¢) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:94, o

d) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:95, o

e) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:96, o

f) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:97, 0

g) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:98, o

h) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:99, o

i) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 100, o

j) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 101, o

k) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQID NO: 102, 0

I) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 103, o

m) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 104, o

n) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 105, o

0) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:90 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 106, o

p) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:91 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO: 107.

11. La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1
humano para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes,

en la que la inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor usada en la politerapia se caracteriza por
comprender
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las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:84, SEQ ID NO:86 y SEQ ID NO:88, o
las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NO:79, SEQ ID NO:80 y SEQ ID NO:81,
y en la que el anticuerpo que se une a PD-L1 humano usado en la politerapia se caracteriza por comprender

a) un dominio variable de la cadena pesada VH de SEQ ID NO:89 y un dominio variable de la cadena ligera VL de
SEQ ID NO:92.

12. La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1
humano para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por que el
componente de anticuerpo de la inmunocitocina y el anticuerpo son de la subclase IgG1 humana o subclase 1gG4
humana.

13. La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1
humano para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por que
dichos anticuerpos tienen una funcién efectora reducida o minima.

14. La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1
humano para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la funcion
efectora minima resulta de una mutacion en Fc sin efector.

15. La inmunocitocina de variante de IL-2 dirigida a tumor en combinacién con un anticuerpo que se une a PD-L1

humano para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la mutacién en
Fc sin efector es L234A/L235A o L234A/L235A/P329G o N297A o D265A/N297A.
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