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DESCRIPCION

Politerapia de moléculas de unidn a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T y antagonistas de la unién al
eje de PD-1

Listado de secuencias
La presente solicitud contiene un listado de secuencias que se ha presentado electronicamente en formato ASCII.

Dicha copia en ASCII, creada el 11 de noviembre de 2015, se denomina 32401_SL.txt y tiene un tamafio de 527.137
bytes.

Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a politerapias que emplean una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T y un antagonista de la unién al eje de PD-1y, opcionalmente, un antagonista de TIM3, y al uso de estas
politerapias para el tratamiento del cancer.

Antecedentes

Los anticuerpos monoclonales son agentes terapéuticos poderosos en el tratamiento del cancer que se dirigen
selectivamente a antigenos que se expresan diferencialmente en las células cancerosas.

Los anticuerpos biespecificos disefiados para unirse con un resto de unién a antigeno a un antigeno de superficie en
células diana, y con el segundo resto de unidén a antigeno a un componente invariante activador del complejo receptor
de linfocitos T (TCR), se han vuelto de interés en los ultimos afios. La unidn simultanea de un anticuerpo de este tipo
a ambas de sus dianas forzara una interaccion temporal entre la célula diana y el linfocito T, provocando la activacion
de cualquier linfocito T citotoxico y la posterior lisis de la célula diana. Por tanto, la respuesta inmunitaria se redirige a
las células diana y es independiente de la presentacion antigénica de péptidos por la célula diana o la especificidad
del linfocito T como seria pertinente para la activacion restringida para MHC normal de CTL. En este contexto, es
crucial que los CTL solo se activen cuando una célula diana les presente el anticuerpo biespecifico, es decir, se imite
la sinapsis inmunoldgica. Son en particular deseables anticuerpos biespecificos que no requieren
preacondicionamiento o coestimulacion de linfocitos para provocar lisis eficaz de células diana. No se comprende bien
cdmo afectan las TCB al propio linfocito T mas alla de la activacién de determinada funcién efectora.

La activacidon de los linfocitos T en reposo, o linfocitos T, por las células presentadoras de antigeno (APC) parece
requerir dos entradas de sefial. Lafferty et al., Aust. J. Exp. Biol. Med. ScL 53: 27-42 (1975). La sefial 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
seflal coestimuladora se envia a los linfocitos T a través de moléculas coestimuladoras expresadas en las células
presentadoras de antigeno (APC), y promueve la expansion clonal, la secrecidén de citocinas y la funcién efectora de
linfocitos T. 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 pueden dar como
resultado el agotamiento o la tolerancia a xenoantigenos.

Los linfocitos T pueden recibir tanto sefiales coestimuladoras secundarias positivas como negativas. El equilibrio entre
las sefiales positivas y las negativas es importante para provocar respuestas inmunitarias eficaces, mientras se
mantiene la tolerancia inmunolodgica y se previene la autoinmunidad. Las sefiales secundarias negativas parecen
necesarias para la induccion de la tolerancia de linfocitos T, mientras que las sefiales positivas promueven la activacion
de linfocitos T.

Recientemente se ha descubierto que la disfuncién de los linfocitos T 0 anergia se produce simultaneamente con una
expresion inducida y mantenida del receptor inhibidor, el polipéptido de muerte programada 1 (PD-1). Uno de sus
ligandos, PD-L1, se sobreexpresa en muchos canceres y, a menudo, se asocia con un mal pronéstico (Okazaki T et
al., Intern. Immun. 2007 19(7):813) (Thompson RH et al., Cancer Res 2006, 66(7):3381). De forma interesante, la
mayoria de los linfocitos T infiltrantes de tumor expresan predominantemente PD-1, en contraste con los linfocitos T
en tejidos normales y los linfocitos T de sangre periférica, o que indica que la regulacién por incremento de PD-1 en
linfocitos T reactivos al tumor puede contribuir a respuestas inmunitarias antitumorales deficientes (Blood 2009 1 14(8):
1537).

La molécula 3 que contiene el dominio de mucina e inmunoglobulina de linfocitos T (TIM3) es importante en la
regulacién inmunitaria. Esta proteina de la superficie celular se expresa, preferentemente, por linfocitos T auxiliares
de tipo 1y se haimplicado en la regulacién de la activacién de macrofagos, afecciones inflamatorias y cancer (Majeti
R et al.,, PNAS, 106 (2009) 3396-3401 y documento W02009/091547). La union de TIM3 a uno de sus ligandos (por
ejemplo, galectina-9) puede suprimir la respuesta de Th1 al inducir la muerte celular programada, sustentando de este
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modo la tolerancia periférica. El tratamiento con ARNip de TIM3 o con un anticuerpo antagonista anti-TIM3 incrementa
la secrecién de interferén alfa de los linfocitos T CD4 positivos, lo que sustenta el papel inhibidor de TIM3 en linfocitos
T humanos. Los ejemplos de anticuerpos monoclonales anti-TIM3 incluyen los divulgados en los documentos
WO2013/06490 y US2012/189617 (Ngiow et al., Cancer Res 7:6567 (2011)).

FOLR1 se expresa en células tumorales de diversos origenes, por ejemplo, cancer de ovario y de pulmén. Se han
descrito varios enfoques para actuar sobre FOLR1 con anticuerpos terapéuticos, tales como farletuzumab, conjugados
anticuerpo-farmaco o tratamiento adoptivo con linfocitos T para la formacién de imagenes de tumores (Kandalaft ef
al., d Transl Med. 3 de ago. de 2012; 10:157. doi: 10.1186/1479-5876-10-157; van Dam et al., Nat Med. 18 de sep. de
2011; 17(10):1315-9. doi: 10.1038/nm.2472; Clifton et al.,, Hum Vaccin. Feb. de 2011; 7(2). 183-90. Publicacién
electrénica 1 de febrero de 2011; Kelemen et al., Int J Cancer. 15 de jul. de 2006; 119(2):243-50; Vaitilingam et al., J
Nucl Med. jul. de 2012; 53(7); Teng et al., ago. de 2012; 9(8):901-8. doi: 10.1517/17425247.2012.694863. Publicacion
electrénica 5 de junio de 2012. Se han realizado algunas tentativas de actuar sobre tumores que expresan el receptor
de folato con construcciones dirigidas al receptor de folato y CD3 (Kranz et al., Proc Natl Acad Sci USA. 26 de sep. de
1995; 92(20): 9057-9061; Roy et al., Adv Drug Deliv Rev. 29 de abr. de 2004; 56(8): 1219-31; Huiting Cui et al., Biol
Chem. 17 de ago. de 2012; 287(34). 28206-28214; Lamers et al., Int. J. Cancer. 60(4):450 (1995); Thompson et al.,
MAbs. Jul-ago. de 2009;1(4):348-56. Publicacidn electronica 19 de julio de 2009; Mezzanzanca et al., Int. J. Cancer,
41, 609-615 (1988).

Sigue existiendo la necesidad de un tratamiento éptimo para tratar, estabilizar, prevenir y/o retrasar el desarrollo de
diversos canceres.

Sumario

En términos generales, la presente invencion se refiere a anticuerpos biespecificos que combinan un sitio de union a
antigeno dirigido al receptor de folato 1 (FolR1) con un segundo sitio de union a antigeno que se dirige a CD3 y su
uso en combinacion con un antagonista de la unién al eje de PD-1, por ejemplo, para el tratamiento del cancer. En un
modo de realizacién, la combinacion comprende ademas un antagonista de TIM3. Los procedimientos vy
combinaciones de la presente invencidon permiten una inmunoterapia potenciada. La ventaja con respecto al
tratamiento convencional es la especificidad de inducir la activacién de linfocitos T solo en el sitio donde se expresa
FolR1, asi como la reduccion y/o reversidon de la baja actividad mediada por linfocitos T, también denominada
agotamiento de linfocitos T debido a la combinaciéon con un antagonista de la union al eje de PD-1y, opcionalmente,
un antagonista de TIM3.

En consecuencia, en un aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para tratar o retrasar la
progresion de un cancer en un individuo, que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de una molécula
de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T y un antagonista de la unién al eje de PD-1. En un modo
de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende un primer resto de
unién a antigeno que se puede unir de forma especifica a CD3 y un segundo resto de unién a antigeno que se puede
unir de forma especifica al receptor de folato 1 (FolR1). En un modo de realizacién, el primer resto de unidén a antigeno
comprende al menos una secuencia de aminoacidos de la region determinante de la complementariedad (CDR) de la
cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 39y al menos
una CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34. En un modo
de realizacion, el primer resto de unién a antigeno comprende una cadena pesada variable que comprende una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36 y una cadena ligera variable que comprende una secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 31. En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T comprende ademas un tercer resto de unién a antigeno que se puede unir de forma especifica a FolR1.
En un modo de realizacién, el segundo y tercer resto de union a antigeno que se pueden unir de forma especifica a
FolR1 comprenden secuencias idénticas de regidén determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada
y de CDR de la cadena ligera. En un modo de realizacién, el tercer resto de unién a antigeno es idéntico al segundo
resto de unién a antigeno. En un modo de realizacién, al menos uno del primer, segundo y tercer resto de unién a
antigeno es una molécula Fab.

En un modo de realizacion, el resto de union a antigeno que se puede unir de forma especifica al receptor de folato 1
(FolR1) comprende al menos una secuencia de aminoacidos de la regién determinante de la complementariedad
(CDR) de la cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO:
18 y al menos una CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO:
34. En un modo de realizacion, el resto de unién a antigeno que se puede unir de forma especifica al receptor de folato
1 (FolR1) comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15
y una cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31. En un modo de
realizacién, el resto de uniéon a antigeno que se puede unir de forma especifica al receptor de folato 1 (FolR1)
comprende al menos una secuencia de aminoacidos de la region determinante de la complementariedad (CDR) de la
cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 56 y SEQ ID NO: 57 y al menos
una CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 65. En un modo
de realizacién, el resto de unidn a antigeno que se puede unir de forma especifica al receptor de folato 1 (FolR1)
comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 55 y una
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cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 64. En un modo de realizacion,
el resto de unién a antigeno que se puede unir de forma especifica al receptor de folato 1 (FolR1) comprende al menos
una secuencia de aminoacidos de la regién determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 50 y al menos una CDR de la
cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54. En un modo de realizacion,
el resto de unidn a antigeno que se puede unir de forma especifica a FolR1 comprende:

(a) una secuencia de aminoacidos de la cadena pesada 1 de regién determinante de la complementariedad (CDR-H1)
de SEQ ID NO: 8§;

(b) una secuencia de aminoacidos de CDR-H2 de SEQ ID NO: 9;
(c) una secuencia de aminoacidos de CDR-H3 de SEQ ID NO: 50;

(d) una secuencia de aminoacidos de la cadena ligera 1 de regidén determinante de la complementariedad (CDR-L1)
de SEQ ID NO: 52;

(e) una secuencia de aminoacidos de CDR-L2 de SEQ ID NO: 53; y
(f) una secuencia de aminoacidos de CDR-L3 de SEQ ID NO: 54.

En un modo de realizacién de este tipo, el resto de union a antigeno que se puede unir de forma especifica a FolR1
comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 49 y una
cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 51.

En un modo de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se une a un FolR1
humano, un FolR1 de macaco cangrejero y un FolR1 murino.

En un modo de realizacidén, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T induce la
proliferacién de un linfocito T humano CD3 positivo in vitro.

En un modo de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T induce la destruccion
mediada por leucocitos monomorfonucleares en la sangre periférica humana de una célula tumoral humana que
expresa FolR1 in vitro.

En un modo de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T induce la destruccion
mediada por linfocitos T de una célula tumoral humana que expresa FolR1 in vitro. En un modo de realizacién, la
molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T induce la destruccién mediada por linfocitos T de
la célula tumoral humana que expresa FolR1 jn vitro con una CE50 de entre aproximadamente 36 pM y
aproximadamente 39573 pM después de 24 horas. En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T induce la regulacidén por incremento de la expresidn en la superficie celular de
al menos uno de CD25y CD69 en el linfocito T, medida por citometria de flujo. En un modo de realizacién, la molécula
de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se une a FolR1 humano con una Kp aparente de
aproximadamente 5,36 pM a aproximadamente 4 nM. En un modo de realizacidn, la molécula de unidén a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T se une a FolR1 humano y de macaco cangrejero con una Kp aparente de
aproximadamente 4 nM. En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T se une a FolR1 murino con una Kp aparente de aproximadamente 1,5 nM. En un modo de realizacion, la
molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se une a FolR1 humano con una Kp de union
monovalente de al menos aproximadamente 1000 nM. En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T se une a FolR1 que se expresa en una célula tumoral humana. En un modo de
realizacién, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se une a un epitopo conformacional
de FolR1 humano. En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
no se une al receptor de folato 2 (FoIR2) humano ni al receptor de folato 3 (FolR3) humano. En un modo de realizacion,
el resto de unidén a antigeno se une a un polipéptido de FolR1 que comprende los aminoacidos 25 a 234 de FolR1
humano (SEQ ID NO: 227). En un modo de realizacidn, el resto de unién a antigeno de FolR1 se une a un polipéptido
de FolR1 que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 227, 230y 231, y en el que el resto de unién
a antigeno de FolR1 no se une a un polipéptido de FolR que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
228 y 229. En un modo de realizacién, la molécula de uniéon a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
comprende a) un primer sitio de union a antigeno que compite por la uniéon a FolR1 humano con un anticuerpo de
referencia que comprende un dominio de la cadena pesada variable (VH) de SEQ ID NO: 49 y una variable dominio
de la cadena ligera de SEQ ID NO: 51; y b) un segundo sitio de unién a antigeno que compite por la unién a CD3
humano con un anticuerpo de referencia que comprende un dominio de la cadena pesada variable (VH) de SEQ ID
NO: 36 y un dominio de la cadena ligera variable de SEQ ID NO: 31, en el que la competicién por la unién se mide
usando un ensayo de resonancia de plasmén superficial.

En un modo de realizaciéon, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende una
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primera, una segunda, una tercera, una cuarta y una quinta cadena polipeptidica que forman un primer, un segundoy
un tercer resto de unién a antigeno, en la que el primer resto de union a antigeno se puede unira CD3 y el segundo y
tercer resto de union a antigeno se pueden unir cada uno al receptor de folato 1 (FolR1), en la que a) la primera y la
segunda cadena polipeptidica comprenden, en la direccion desde el extremo amino (N) hacia el extremo carboxilo (C),
VLD1y CLD1; b) la tercera cadena polipeptidica comprende, en la direccién desde el extremo N hacia el extremo C,
VLD2y CH1D2; c) la cuarta cadena polipeptidica comprende, en la direccion desde el extremo N hacia el extremo C,
VHD1, CH1D1, CH2D1 y CH3D1; d) la quinta cadena polipeptidica comprende VHD1, CH1D1, VHD2, CLD2, CH2D2
y CH3DZ; en la que

VLD1 es un primer dominio variable de la cadena ligera

VLD2 es un segundo dominio variable de la cadena ligera

CLD1 es un primer dominio constante de la cadena ligera

CLD2 es un segundo dominio constante de la cadena ligera

VHD1 es un primer dominio variable de la cadena pesada

VHD2 es un segundo dominio variable de la cadena pesada

CH1D1 es un primer dominio constante 1 de la cadena pesada

CH1D2 es un segundo dominio constante 1 de la cadena pesada

CH2D1 es un primer dominio constante 2 de la cadena pesada

CH2D2 es un segundo dominio constante 2 de la cadena pesada

CH3D1 es un primer dominio constante 3 de la cadena pesada

CH3D2 es un segundo dominio 3 constante de la cadena pesada.

En un modo de realizacidon de este tipo,

a. la tercera cadena polipeptidica y VHD2 y CLD2 de la quinta cadena polipeptidica forman el primer resto de unién a
antigeno que se puede unir a CD3;

b. la primera cadena polipeptidica y VHD1 y CH1D1 de |la cuarta cadena polipeptidica forman el segundo resto de
unién que se puede unira FolR1; y

c. la segunda cadena polipeptidicay VHD1 y CH1D1 de |la quinta cadena polipeptidica forman el tercer resto de union
que se puede unir a FoIR1.

En un modo de realizacién de este tipo, la primera y segunda cadena polipeptidica comprenden la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 399. En un modo de realizacion de este tipo, la tercera cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 86. En un modo de realizacién de este tipo, la cuarta cadena polipeptidica
comprende |la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 394. En un modo de realizacidon de este tipo, la quinta cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 397. En un modo de realizacion,

a. la primera y segunda cadena polipeptidica comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 399;

b. la tercera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 86;

c. la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 394, y

d. la quinta cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 397.

En algunos modos de realizacion, el anticuerpo biespecifico es bivalente tanto para FolR1 como para CD3.

En algunos modos de realizacion, el anticuerpo biespecifico comprende uno o méas fragmentos Fab que comprenden
un sitio de unién a antigeno especifico para CD3, en el que se intercambian las regiones variables o las regiones

constantes de la cadena pesada vy ligera.

En algunos modos de realizacion, el anticuerpo biespecifico comprende un dominio Fc, al menos un fragmento Fab
que comprende el sitio de unidén a antigeno especifico para FolR1 y al menos un fragmento Fab que comprende el
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sitio de union a antigeno especifico para CD3, en el que se intercambian las regiones variables o bien las regiones
constantes de |la cadena pesada y ligera de al menos un fragmento Fab.

En algunos modos de realizacion, el anticuerpo biespecifico comprende:
a) un dominio Fc,
b) un primer y segundo fragmento Fab que comprende cada uno un sitio de unién a antigeno especifico para FolR1,

c) un tercer fragmento Fab que comprende un sitio de unién a antigeno especifico para CD3, en el que el tercer
fragmento Fab se conecta en el extremo C de la cadena pesada variable (VH) a la segunda subunidad del dominio Fc
y en el que el tercer fragmento Fab se conecta en el extremo N de la cadena pesada variable al extremo C del segundo
fragmento Fab.

En un modo de realizacién, al menos uno de dichos fragmentos Fab se conecta al dominio Fc por medio de un conector
peptidico.

En un modo de realizacién, dicho anticuerpo biespecifico comprende un dominio Fc, que comprende la sustitucion de
uno 0 mas aminoacidos que reduce la unién a los receptores de Fc y/o la funcién efectora. En un modo de realizacion,
dicha una o mas sustituciones aminoacidicas estan en una o mas posiciones seleccionadas del grupo de L234, L235
y P329. En un modo de realizacidn, cada subunidad del dominio Fc comprende tres sustituciones aminoacidicas que
suprimen la unién a un receptor de Fc activador o inhibidor y/o la funcién efectora, en la que dichas sustituciones
aminoacidicas son L234A, L235A y P329G.

En algunos modos de realizacion, el antagonista de la unién al eje de PD-1 se selecciona del grupo que consiste en
un antagonista de la unién a PD-1, un antagonista de la unién a PDL1 o un antagonista de la union a PDL2.

En algunos modos de realizacion, el antagonista de la unidn al eje de PD-1 es un antagonista de la unién a PD-1. En
algunos modos de realizacion, el antagonista de la unién a PD-1 inhibe la unién de PD-1 a sus compafieros de union
ligandos. En algunos modos de realizacion, el antagonista de la unién a PD-1 inhibe la union de PD-1 a PDL1. En
algunos modos de realizacién, el antagonista de la unién a PD-1 inhibe la unién de PD-1 a PDL2. En algunos modos
de realizacién, el antagonista de la union a PD-1 inhibe la union de PD-1 tanto a PDL1 como a PDL2. En algunos
modos de realizacidon, el antagonista de la unién a PD-1 es un anticuerpo. En algunos modos de realizacion, el
anticuerpo anti-PD-1 es un anticuerpo monoclonal. En un modo de realizacion, el anticuerpo anti-PD-1 es un fragmento
de anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en fragmentos Fab, Fab'-SH, Fv, scFv o (Fab')2. En algunos modos
de realizacién, el antagonista de la unién a PD-1 es nivolumab, pembrolizumab, CT-011 o AMP-224.

En algunos modos de realizacién, el antagonista de la union al eje de PD-1 es un antagonista de la union a PDL1. En
algunos modos de realizacion, el antagonista de la unién a PDL1 inhibe la unién de PDL1 a PD-1. En algunos modos
de realizacion, el antagonista de la uniéon a PDL1 inhibe la unién de PDL1 a B7-1. En algunos modos de realizacién,
el antagonista de la union a PDL1 inhibe la unién de PDL1 tanto a PD-1 como a B7-1. En algunos modos de realizacion,
el antagonista de la unién a PDL1 es un anticuerpo anti-PDL1. En algunos modos de realizacion, el anticuerpo anti-
PDL1 es un anticuerpo monoclonal. En algunos modos de realizacion, el anticuerpo anti-PDL1 es un fragmento de
anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en fragmentos Fab, Fab'-SH, Fv, scFv o (Fab')2. En algunos modos
de realizacién, el anticuerpo anti-PDL1 es un anticuerpo humanizado o un anticuerpo humano. En algunos modos de
realizacién, el antagonista de la unién a PDL1 se selecciona del grupo que consiste en: YW243.55.570, MPDL3280A,
MDX-1105 y MEDI4736.

En algunos modos de realizacion, el anticuerpo anti-PDL1 comprende una cadena pesada que comprende la
secuencia de HVR-H1 de SEQ ID NO: 289, la secuencia de HVR-H2 de SEQ ID NO: 290 y la secuencia de HVR-H3
de SEQ ID NO: 291; y una cadena ligera que comprende la secuencia de HVR-L1 de SEQ ID NO: 292, la secuencia
de HVR-L2 de SEQ ID NO: 293 y la secuencia de HVR-L3 de SEQ ID NO: 294. En algunos modos de realizacion, el
anticuerpo anti-PDL1 comprende una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 280 o SEQ ID NO: 281 y una regién variable de la cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 383. En algunos modos de realizacién, el anticuerpo anti-PDL1 comprende
una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 278 y/o una cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 279.

En algunos modos de realizacién, el antagonista de la union al eje de PD-1 es un antagonista de la union a PDL2. En
algunos modos de realizacion, el antagonista de la union a PDL2 es un anticuerpo. En algunos modos de realizacion,
el anticuerpo anti-PDL2 es un anticuerpo monoclonal. En un modo de realizacion, el anticuerpo anti-PDL2 es un
fragmento de anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en fragmentos Fab, Fab'-SH, Fv, scFv o (Fab')2. En
algunos modos de realizacién, el antagonista de la unién a PDL2 es una inmunoadhesina.

En un modo de realizacién, el procedimiento de cualquiera de los modos de realizacién anteriores comprende ademas
administrar al individuo un antagonista de la molécula 3 que contiene el dominio de mucina e inmunoglobulina de
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linfocitos T (TIM3). En un modo de realizacion, el antagonista de TIM3 es un anticuerpo anti-TIM3. En un modo de
realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 induce la internalizacién de TIM3 en una célula que expresa TIM3 de al menos un
45 % después de 120 minutos a 37 °C, en el que la internalizaciéon se mide mediante analisis de FACS. En un modo
de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 posee una o mas de las siguientes propiedades:

a) compite por la uniéon a TIM3 con un anticuerpo anti-Tim3 que comprende el VH de SEQ ID NO: 7 y el VL de SEQ
ID NO: 8

b) se une a una TIM3 humana y de macaco cangrejero

¢) muestra como inmunoconjugado una actividad citotéxica en células que expresan TIM3

d) induce la liberacién de interferén-gamma.

En un modo de realizacidn, el anticuerpo anti-TIM3 posee una o mas de las siguientes propiedades:

a. compite por la unién a TIM3 con un anticuerpo anti-Tim3 que comprende el VH de SEQ ID NO: 7 y el VL de SEQ
ID NO: 8

b. se une a una TIM3 humana y de macaco cangrejero
¢. muestra como inmunoconjugado una actividad citotdxica en células que expresan TIM3
d. induce la liberacion de interferon-gamma.

En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 es un anticuerpo monoclonal. En un modo de realizacion, el
anticuerpo anti-TIM3 es un anticuerpo humano, humanizado o quimérico. En un modo de realizacion, el anticuerpo
anti-TIM3 es un fragmento de anticuerpo que se une a TIM3. En un modo de realizacidn, el anticuerpo anti-TIM3 es
un fragmento Fab. En un modo de realizacion, el anticuerpo anti-TIM3 comprende:

A) (a) un dominio VH que comprende (i) HVYR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 304,
(i) HYR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 305 vy (iii) HYR-H3 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 306; y (b) un dominio VL que comprende (i) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 307; (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO: 308y (iii) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 309; o

B) (a) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 304,
(i) HYR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 305 v (iii) HYR-H3 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 306; y (b) un dominio VL que comprende (i) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 314; (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO: 308y (iii) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 309; o

C) (a) un dominio VH que comprende (i) HYR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 304,
(i) HYR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 305 vy (iii) HYR-H3 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 306; y (b) un dominio VL que comprende (i) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 315; (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO: 308y (iii) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 309; o

D) (a) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que comprende |la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 316,
(i) HYR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 317 vy (iii) HYR-H3 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 318; y (b) un dominio VL que comprende (i) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 319; (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO: 320y (iii) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 321; o

E) (a) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 324,
(i) HYR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 325 vy (iii) HYR-H3 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 326; y (b) un dominio VL que comprende (i) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 327; (i) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO: 328y (iii) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 329; o

F) (a) un dominio VH que comprende (i) HYR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 332,
(i) HYR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 333 vy (iii) HYR-H3 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 334; y (b) un dominio VL que comprende (i) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 335; (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO: 336 y (iii) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 337; o
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G) (a) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que comprende |la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 340,
(i) HYR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 341 vy (iii) HYR-H3 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 342; y (b) un dominio VL que comprende (i) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 343; (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO: 344 y (iii) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 345; o

H) (a) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que comprende |la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 348,
(i) HYR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 349 vy (iii) HYR-H3 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 350; y (b) un dominio VL que comprende (i) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 351; (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO: 352y (iii) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 353; o

[) (@) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 356, (ii)
HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 357 vy (iii) HYR-H3 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 358; y (b) un dominio VL que comprende (i) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 359; (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO: 360y (iii) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 361; o

J) (a) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 364,
(i) HYR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 365 vy (iii) HYR-H3 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 366; y (b) un dominio VL que comprende (i) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 367; (i) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO: 368y (iii) HYR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 369.

En un modo de realizacion, el anticuerpo anti-TIM3 es un anticuerpo IgG1 de longitud completa con mutaciones S228P,
L235E y P329G de acuerdo con numeracion del indice EU de Kabat. En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-
TIM3 es uno cualquiera de los anticuerpos descritos en los documentos WO 2011/155607, WO 2013/006490, WO
03/063792, WO 2009/097394 y WO 2011/159877. En un modo de realizacion, el anticuerpo anti-TIM3 es F38-2E2.

En un modo de realizacién, el cancer contiene un gen KRAS natural. En un modo de realizacion, el cancer contiene
una mutacién activadora de KRAS.

En un modo de realizacién, el tratamiento da como resultado una respuesta mantenida en el individuo después de la
interrupcién del tratamiento. En un modo de realizacion, al menos uno de la molécula de unidén a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T y el antagonista de la unién al eje de PD-1 se administra de forma continua. En un modo de
realizacién, al menos uno de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T y el antagonista
de la union al eje de PD-1 se administra de forma intermitente. En un modo de realizacion, el antagonista de la unién
al eje de PD-1 se administra antes que la TCB anti-FolR1. En un modo de realizacién, el antagonista de la union al eje
de PD-1 se administra de forma simultanea a la TCB anti-FolR1. En un modo de realizacién, el antagonista de la unién
al eje de PD-1 se administra después de la TCB anti-FolR1. En un modo de realizacién, el cancer se selecciona del
grupo que consiste en cancer de ovario, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer renal, cancer colorrectal, cancer
de endometrio. En un modo de realizacion, al menos uno de la molécula de unidén a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T y el antagonista de la union al eje de PD-1 se administra por via intravenosa, via intramuscular, via
subcutanea, via topica, via oral, via transdérmica, via intraperitoneal, via intraorbitaria, por implantacion, por
inhalacién, via intratecal, via intraventricular o via intranasal.

En un modo de realizacidn, los linfocitos T en el individuo tienen una activacién, proliferacion y/o funcién efectora
potenciadas con respecto a antes de la administracidén de la combinacion. En un modo de realizacion, los linfocitos T
en el individuo tienen una activacién, proliferacién y/o funcion efectora potenciadas con respecto a la administracion
de la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T sola. En un modo de realizacién, la funcién
efectora de los linfocitos T es la secrecion de al menos uno de IL-2, IFN-y y TNF-a. En un modo de realizacion, el

individuo comprende menos de aproximadamente un 15 % de linfocitos T infiltrantes de tumores con expresion de PD-
1alta_

En un aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para potenciar la funcién inmunitaria en un individuo que
tiene un cancer que expresa FolR1 que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de una combinacion
de una molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T especifica para el receptor de folato 1
(FolR1) y para CD3, y un antagonista de la union al eje de PD-1. En un modo de realizacion, los linfocitos T en el
individuo tienen una activacion, proliferacion y/o funcién efectora potenciadas con respecto a antes de la
administracion de la combinacion. En un modo de realizacion, los linfocitos T en el individuo tienen una activacién,
proliferacién y/o funcion efectora potenciadas con respecto a la administracién de la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T sola. En un modo de realizacion, la funcion efectora de los linfocitos T es la
secrecién de al menos uno de IL-2, IFN-y y TNF-a.

En un modo de realizacién, el individuo comprende menos de aproximadamente un 15 % de linfocitos T infiltrantes de
tumores con expresion de PD-12ta,
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En otro aspecto, la invencion proporciona un procedimiento para seleccionar un paciente para el tratamiento con una
combinacién de una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T especifica para el receptor
de folato 1 (FoIR1) y para CD3 y un antagonista de la union al eje de PD-1, que comprende medir la nivel de expresion
de PD-1, en el que se selecciona un paciente que tiene menos de aproximadamente un 15 % de linfocitos T con
expresion de PD-12% para el tratamiento con la combinacién.

En otro aspecto, la invencion proporciona un kit que comprende una molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T especifica para el receptor de folato 1 (FoIR1) y para CD3, y un prospecto del envase que
comprende instrucciones para usar la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T con un
antagonista de la unién al eje de PD-1 para tratar o retrasar la progresion del cancer en un individuo. En un modo de
realizacién, el kit comprende ademas instrucciones para usar la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T con un antagonista de TIM3.

En otro aspecto, la invencion proporciona un kit que comprende una molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T especifica para el receptor de folato 1 (FolR1) y para CD3 y un antagonista de la union al eje
de PD-1, y un prospecto del envase que comprende instrucciones para usar la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T y el antagonista de la union al eje de PD-1 para tratar o retrasar la progresion
del cancer en un individuo. En un modo de realizacién, el kit comprende ademas un antagonista de TIM3. En un modo
de realizacién, el antagonista de la unién al eje de PD-1 es un anticuerpo anti-PD-1 o un anticuerpo anti-PDL1. En un
modo de realizacion, el antagonista de la union al eje de PD-1 es una inmunoadhesina anti-PD-1.

En otro aspecto, la invencidn proporciona una composicién farmacéutica que comprende una molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T especifica para el receptor de folato 1 (FolR1) y para CD3, un
antagonista de la unién al eje de PD-1 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En un modo de realizacién, la
composicion farmacéutica comprende ademas un antagonista de TIM3.

En otro aspecto, la invencién proporciona el uso de una combinacion de una molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T especifica para el receptor de folato 1 (FolR1) y para CD3 y un antagonista de la union al eje
de PD-1 en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento del cancer. En un modo de realizacion, el
medicamento es para el tratamiento del cancer de ovario, cancer de pulmdn, cancer de mama, cancer renal, cancer
colorrectal, cancer de endometrio.

En determinados modos de realizacién de todos los aspectos de la presente invencion, de forma ventajosa, dicha
molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T y/o dicho antagonista de la union al eje de PD-1
son humanos o humanizados.

En algunos modos de realizacion, el anticuerpo biespecifico comprende un dominio Fc, al menos un fragmento Fab
que comprende el sitio de unidén a antigeno especifico para FolR1 y al menos un fragmento Fab que comprende el
sitio de unidn a antigeno especifico para CD3.

En un aspecto, la invencidén proporciona un procedimiento para tratar o retrasar la progresién de un cancer en un
individuo, que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T y un antagonista de TIM3. En algunos modos de realizacion, la molécula de
unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende un dominio Fc, dos fragmentos Fab que
comprenden cada uno un sitio de unién a antigeno especifico para FolR1 y un fragmento Fab que comprende un sitio
de unién a antigeno especifico para CD3.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona el uso de una combinacién de una molécula de unidén a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T especifica que se une a FolR1 y a CD3 y un antagonista de la unién al eje de
PD-1 en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento del cancer.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona el uso de una combinacién de una molécula de unidén a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T especifica que se une a FolR1y a CD3, un antagonista de la unién al eje de PD-
1y un antagonista de TIM3 en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento del cancer.

Los modos de realizacion de la presente invencién se describiran ahora a modo de ejemplo y no de limitacién con
referencia a las figuras adjuntas. Sin embargo, a los expertos en la técnica les resultaran evidentes diversos aspectos
y modos de realizacién adicionales de la presente invencion a la vista de la presente divulgacion.

"Y/0", donde se usa en el presente documento, se debe tomar como la divulgacion especifica de cada uno de los dos
rasgos caracteristicos o componentes especificados con o sin el otro. Por ejemplo, "A y/o B" se debe tomar como la
divulgacion especifica de cada uno de (i) A, (ii) By (iii) Ay B, como si cada uno se estableciera individualmente en el
presente documento.

A menos que el contexto lo indique de otro modo, las descripciones y definiciones de los rasgos caracteristicos
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expuestos anteriormente no se limitan a ningun aspecto o modo de realizacidon particular de la invencién en particular
y se aplican por igual a todos los aspectos y modos de realizacidon que se describen.

Breve descripcion de las figuras

Las figuras 1A-l ilustran configuraciones ejemplares de las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras
de linfocitos T (TCB) de la invencién. Todas las construcciones, excepto el formato kappa-lambda en (fig. 11) tienen
mutaciones P329G LALA y comprenden fragmentos Fc de botdn en ojal con modificaciones de botén en ojal. (Fig. 1A)
llustracion de la "TCB anti-FolR1 2+1, invertida (cadena ligera comun)". La molécula de unién a FolR1 se fusiona en
el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la primera subunidad del dominio Fc que comprende la
modificacidén de botén. Estas construcciones no se cruzan y tienen tres veces la misma cadena ligera VLCL. (Fig. 1B)
llustracion de la "TCB anti-FolR1 1+1, cabeza a cola (cadena ligera comun)". Estas construcciones no se cruzan y
tienen dos veces la misma cadena ligera VLCL. (Fig. 1C) llustracion de la "TCB anti-FolR1 1+1, clasica (cadena ligera
comun)". Estas construcciones no se cruzan y tienen dos veces la misma cadena ligera VLCL. (Fig. 1D) llustracién de
la "TCB anti-FolR1 2+1, clasica (cadena ligera comun)". La molécula de unién a CD3 se fusiona en el extremo C de la
cadena pesada de Fab al extremo N de la primera subunidad del dominio Fc que comprende la modificacion de boton.
Estas construcciones no se cruzan y tienen tres veces la misma cadena ligera VLCL. (Fig. 1E) llustracion de la "TCB
anti-FolR1 2+1 crossfab, clasica". Estas construcciones comprenden una cadena Ck-VH para la molécula de union a
CD3 en lugar de la cadena CH1-VH convencional. La molécula de unién a CD3 se fusiona en el extremo C de la
cadena pesada de Fab al extremo N de la primera subunidad del dominio Fc que comprende la modificacion de boton.
(Fig. 1F) llustracion de la "TCB anti-FolR1 2+1 crossfab, invertida". Estas construcciones comprenden una cadena Ck-
VH para la molécula de unién a CD3 en lugar de la cadena CH1-VH convencional. La molécula de unién a FolR1 se
fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la primera subunidad del dominio Fc que
comprende la modificaciéon de botdn. (Fig. 1G) llustracién de la "TCB anti-FolR1 1+1 crossfab, cabeza a cola". Estas
construcciones comprenden una cadena Ck-VH para la molécula de unién a CD3 en lugar de la cadena CH1-VH
convencional. (Fig. 1H) llustracion de la "TCB anti-FolR1 1+1 crossfab, clasica". Estas construcciones comprenden
una cadena Ck-VH para la molécula de unién a CD3 en lugar de la cadena CH1-VH convencional. La figura 1l ilustra
el formato de anticuerpo CD3/FolR1 kappa-lambda. Estas construcciones comprenden una cadena ligera comun
cruzada VLCH1 y una cadena VHCL cruzada especifica para CD3 y una cadena VHCL cruzada especifica para FolR1.

Las figuras 2A-C representan graficos que resumen la union de moléculas de unién IgG anti-FolR1 en células HelLa.
La unién de las moléculas de unién a FolR1 generadas recientemente a FolR1 expresado en células Hela se
determind por citometria de flujo. Los anticuerpos unidos se detectaron con un anticuerpo contra anticuerpo humano
secundario marcado con fluorescencia.

Las figuras 3A-B representan graficos que resumen la especificidad de moléculas de unién a FolR1 por FolR1. La
unién de las 1gG anti-FolR1 a las células HEK transfectadas de forma transitoria con FolR1 o FolR2 se analizd por
citometria de flujo para identificar clones que se unen especificamente a FolR1 y no a FolR2. Los anticuerpos se
detectaron con un anticuerpo contra anticuerpo humano secundario marcado con fluorescencia.

Las figuras 4A-B representan graficos que resumen la reactividad cruzada de moléculas de unién a FolR1 contra
cyFolR1. La reactividad cruzada de los anticuerpos anti-FolR1 contra FolR1 de macaco cangrejero se examiné en
células HEK transfectadas de forma transitoria con cyFolR1 por citometria de flujo. Los anticuerpos se detectaron con
un anticuerpo contra anticuerpo humano secundario marcado con fluorescencia.

La figura 5 representa un grafico que ilustra la internalizacién de las TCB anti-FolR1 después de la union. La
internalizacion de las cuatro TCB anti-FolR1 después de la union a FolR1 se sometioé a prueba en células HelLa. Las
TCB anti-FolR1 que quedaban en la superficie se detectaron con un anticuerpo contra anticuerpo humano secundario
marcado con fluorescencia después de los tiempos de incubacion indicados a 37 °C. Se calculé el porcentaje de
internalizacién.

Las figuras 6A-E representan graficos que resumen la union de IgG anti-FolR1 a células con diferentes niveles de
expresion de FolR1. La unién de las 1IgG 9D11, 16D5 y Mov19 a células tumorales con diferentes niveles de expresion
de FolR1 se analiz6 por citometria de flujo. La IgG DP47 se incluyé como control de isotipo y MKN-45 se incluyé como
linea celular negativa para FolR1. Los anticuerpos se detectaron con un anticuerpo contra anticuerpo humano
secundario marcado con fluorescencia.

Las figuras 7A-L representan gréaficos que resumen la destruccién mediada por linfocitos T de células HT-29 y SKOV3.
Se usaron TCB anti-FolR1 para someter a prueba la destruccién mediada por linfocitos T de células tumorales HT-29
y SKOV3y la regulacién por incremento del marcador de activacién en linfocitos T tras la destruccion. (Figs. 7A-D) La
destruccion mediada por linfocitos T de células HT-29 y SKOV3 en presencia de TCB 9D11 anti-FolR1 y TCB 16D5
anti-FolR1 se midié por liberacion de LDH después de 24 hy 48 h. La TCB DP47 se incluyd como control negativo.
Después de 48 h de incubacion, la regulacién por incremento de los marcadores de activacion CD25 y CD69 en
linfocitos T CD8 vy linfocitos T CD4 tras la destruccidén de células tumorales SKOV3 (fig. 7E-H) o HT-29 (fig. 7I-L) se
evaluo por citometria de flujo.
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La figura 8 representa un grafico que muestra la ausencia de union de anticuerpos anti-FolR1 a eritrocitos. Los
eritrocitos se seleccionaron como poblacion con expresion de CD235a y la unién de 1gG 9D11, 1gG 16D5, 1gG Mov19
e |1gG DP47 a esta poblacién se determiné por citometria de flujo. Los anticuerpos se detectaron con un anticuerpo
contra anticuerpo humano secundario marcado con fluorescencia.

Las figuras 9A-D representan graficos que resumen la regulacion por incremento del marcador de activacién en
sangre completa. La regulacion por incremento de los marcadores de activacion CD25 y CD69 de linfocitos T CD4 y
linfocitos T CD8 24 h después de la adicion de TCB 9D11 anti-FolR1, TCB 16D5 anti-FolR1, TCB Mov19 anti-FolR1 y
TCB DPA47 se analizo por citometria de flujo.

Las figuras 10A-C representan la destruccion por linfocitos T inducida por TCB 36F2, TCB 16D5, TCB 16D5 clasicas,
TCB 16D5 1+1 y TCB 16D5 HT de células tumorales humanas HelLa (expresién alta de FolR1) (fig. 24A), Skov-3
(expresion media de FolR1) (fig. 24B) y HT-29 (expresidn baja de FolR1) (fig. 24C) (E:T = 10:1, PBMC efectores
humanos, tiempo de incubacién 24 h). La TCB DP47 se incluyé como control sin propiedades de unién.

Las figuras 11A-B muestran |la expresién de receptores inhibidores en linfocitos T infiltrantes de tumores. Los linfocitos
T CD8*y CD4* en muestras tumorales se caracterizaron mediante citometria de flujo para determinar su expresion de
receptores inhibidores.

Las figuras 12A-O muestran la activacién de linfocitos T CD8* en hidrolizados tumorales y derrames neoplasicos tras
la exposicion a TCB anti-FolR1. Se cultivaron hidrolizados tumorales o derrames neoplasicos durante 24 h en
presencia 0 ausencia de TCB anti-FolR1 o de TCB DP-47 como control. La expresién de marcadores de activacion o
marcadores de la funcién de los linfocitos T en linfocitos T CD8* se determiné mediante citometria de flujo (fig. 12A-
M). Las figuras 12J-K muestran gréaficos de FACS representativos que muestran la activacién de linfocitos T inducida
por TCB anti-FolR1 en un paciente con alta respuesta (BS-269) o baja respuesta (BS-212). La figura 12L representa
graficos de FACS que muestran la expresién del marcador de activacion inducida por TCB anti-FolR1 en linfocitos T
de un paciente representativo. Los graficos de la fig. 12M representan el incremento en la expresion del marcador
después del tratamiento con TCB anti-FolR1 con la media y las desviaciones estandar. Como comparacion, se
cultivaron PBMC de donantes sanos conjuntamente con la linea de células tumorales Skov3y se estimularon con TCB
anti-FolR1. La figura 12N representa IFN-y, IL-2, TNF y perforina en los sobrenadantes de cultivo celular como se
determinan por matriz citométrica de microesferas o ELISAy se normalizaron a la cantidad de 1 x 10° linfocitos T CD3*
(IFN-y, TNF, IL-2) o linfocitos T CD3* CD8* (perforina) en el cultivo. La figura 120 muestra que la destruccion de
células tumorales inducida por TCB anti-FolR1 varia enormemente en hidrolizados tumorales y los derrames
neoplasicos. Se cultivaron hidrolizados tumorales positivos y negativos para FolR1, derrames neoplasicos o PBMC de
donantes sanos conjuntamente con células Skov3 FolR1* marcadas fluorescentemente afiadidas exdgenamente en
una proporcion E:T de 1:1 durante 24 h en presencia o ausencia de TCB anti-FolR1. La destruccion especificainducida
por TCB anti-FolR1 de las células Skov3 se determiné por citometria de flujo midiendo la caspasa 3 activada y el
marcador vivo/muerto LIVE/DEAD®-near-IR. La destruccion mediada por TCB anti-FolR1 se calculé como sigue: % de
destruccion especifica = 100 - [(% de células Skov3 vivas en la muestra tratada con TCB anti-FolR1 / % de células
Skov3 vivas en la muestra sin tratar) x 100]. Los graficos de FACS muestran la destruccién inducida por TCB anti-
FolR1 en un paciente representativo. Los valores de p se calcularon usando la prueba de Mann-Whitney para datos
independientes.

Las figuras 13A-C muestran que la activacién de linfocitos T inducida por TCB anti-FolR1 no muestra correlacidn con
la proporcion E:T (fig. 13A) ni con la cantidad de células tumorales FolR1* (fig. 13B). Se cultivaron hidrolizados
tumorales o derrames neoplasicos durante 24 h en presencia 0 ausencia de TCB anti-FolR1. La expresion de CD25
inducida por TCB anti-FolR1 se correlaciond con la proporcion E:T o la cantidad de células diana. MFI: media de la
intensidad de fluorescencia.

Las figuras 14A-L muestran que la activacion de linfocitos T inducida por TCB anti-FolR1 esta inversamente
correlaciona con la expresion de PD-1y Tim-3. Se cultivaron hidrolizados tumorales o derrames neoplasicos durante
24 h en presencia o ausencia de TCB anti-FolR1. La expresion de marcadores de activacién o marcadores de la
funcién de los linfocitos T en linfocitos T CD8* se determiné mediante citometria de flujo. La expresion inducida por
TCB anti-FolR1 de CD25 (fig. 4A-C), CD137 (fig. 14D-F), ICOS (fig. 14G-l) y granzima B (fig. 14J-L) se correlacioné
con el valor de referencia de expresion simple o coexpresién de los receptores inhibidores PD-1y Tim-3.

Las figuras 15A-C muestran que la secrecién de IL-2 inducida por TCB anti-FolR1 esta inversamente correlaciona
con la coexpresién de PD-1y Tim-3. Se cultivaron hidrolizados tumorales o derrames neoplasicos durante 24 h en
presencia o ausencia de TCB anti-FolR1. La IL-2 en |los sobrenadantes del cultivo celular se determind mediante ELISA
y se normalizé a la cantidad de linfocitos T. La secrecidon de IL-2 inducida por TCB anti-FolR1 se correlaciond con el
valor de referencia de expresion simple o coexpresidn de los receptores inhibidores PD-1y Tim-3.

Las figuras 16 A-F muestran que la destruccién de células tumorales inducida por TCB anti-FolR1 esta inversamente
correlacionada con la coexpresion de PD-1y Tim-3. Se cultivaron hidrolizados tumorales o derrames neoplasicos
conjuntamente con células Skov3 marcadas con fluorescencia afiadidas exégenamente hasta una proporcion entre
linfocitos T y células diana de 1:1 durante 24 h en presencia o ausencia de TCB anti-FolR1. La destruccion especifica
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inducida por TCB anti-FolR1 de las células Skov3 se determind por citometria de flujo midiendo la caspasa 3 activada
y el marcador vivo/muerto Live/Dead-near-IR. La destruccién especifica se correlacioné con el valor de referencia de
expresion simple o coexpresién de los receptores inhibidores PD-1, Tim-3 y CTLA-4.

Las figuras 17A-H muestran la activacion de linfocitos T CD8" infiltrantes de tumores tras la exposicién a
catumaxomab. Se cultivaron hidrolizados tumorales 0 derrames neoplasicos durante 24 h en presencia o ausencia de
catumaxomab. (Fig. 17A-D) La expresion de marcadores de activacion o marcadores de la funcién de los linfocitos T
en linfocitos T CD8* se determiné mediante citometria de flujo. (Fig. 17E-H) Graficos que muestran el valor de
referencia de expresion de receptores inhibidores.

Las figuras 18A-R muestran que la activacién de linfocitos T inducida por catumaxomab esta inversamente
correlacionada con la coexpresion de receptores inhibidores. Se cultivaron hidrolizados tumorales o derrames
neoplasicos durante 24 h en presencia o ausencia de catumaxomab. La activacion y las funciones efectoras de los
linfocitos T se correlacionaron con la expresion de PD-1 (fig. 18A-F), de Tim-3 (fig. 18G-L) o de la combinacién de PD-
1y Tim-3 (fig. 18M-R).

Las figuras 19A-H muestran la expresién de receptores inhibidores en linfocitos T infiltrantes de tumores en pacientes
con carcinoma de pulmdn no microcitico. Los linfocitos T CD8* y CD4* en muestras tumorales se caracterizaron
mediante citometria de flujo para determinar su expresion de receptores inhibidores (fig. 19A-F). La figura 19G muestra
la estrategia de seleccidon de poblaciones celulares para un donante representativo. La figura 19H muestra los
resultados del analisis y obtencion de matriz cromatica de los subconjuntos de células indicados en base al porcentaje
de expresidn, con el uso de un programa de formateado condicional de Excel.

Las figuras 20A-E muestran la activacion y las funciones efectoras de linfocitos T tras la estimulacion policlonal por
anticuerpos contra CD3/CD28. La expresion de CD25 y granzima B (fig. 20A-B), asi como de IL-2, IFN-y y TNF-a (fig.
20C-E), como marcadores para la activacion y la funcién efectora de linfocitos T, respectivamente, se analizé en
linfocitos T de muestras tumorales hidrolizadas después de la estimulacién de hidrolizados tumorales completos con
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 agonistas.

Las figuras 21A-N muestran la expresién de receptores inhibidores y la disfuncién de los linfocitos T. La expresion de
CD25 y granzima B (fig. 21A-B), asi como de IL-2, IFN-y y TNF-a (fig. 21C-E), tras la estimulacién policlonal por
anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 se correlaciona con la expresién acumulada de receptores inhibidores indicada por la
puntuacién iR. La figura 21F muestra un calculo ejemplar de puntuaciones iR. Se analizd el porcentaje de expresion
de PD-1, Tim-3, CTLA-4, LAG-3y BTLA en todas las muestras de CPNM y se determinaron la mediana y las amplitudes
intercuartilicas. Para el calculo de la puntuacién iR, cada paciente recibié puntos por la expresién de cada uno de los
receptores inhibidores determinados en funcién del cuartil dentro del que coincidié la expresion. Se podia alcanzar un
maximo de 15 puntos; la puntuacioén calculada de cada muestra se normalizé a esta cantidad maxima de puntos. Las
figuras 21G-K muestran que la expresién de receptores inhibidores se incrementa con el estadio del tumor. La
expresion de receptores inhibidores en linfocitos T infiltrantes de tumores CD8* se correlacioné con el estadio TNM.
Las figuras 21L-N muestran un incremento de la expresién acumulada de receptores inhibidores con la progresion del
tumor. La expresidon acumulada de los receptores inhibidores PD-1, Tim-3, CTLA-4, LAG-3 y BTLA, representada por
la puntuacion iR, se correlaciond con el estado ganglionar y el estadio TNM.

Las figuras 22A-1 muestran que la expresion de PD-1y Tim-3 se correlaciona con la disfuncién de los linfocitos T. La
expresion de CD25 y granzima B (fig. 22A-C), asi como de IL-2, IFN-y y TNF-a (fig. 22D-F), tras la estimulacion
policlonal por CD3/CD28 se correlaciona con la expresién de PD-1 (fig. 22A-C), Tim-3 (fig. 22D-F) o PD-1/Tim-3 (fig.
22G-1) en linfocitos T infiltrantes de tumores.

Las figuras 23A-E muestran que el efecto del bloqueo de PD-1 o de PD-1/Tim-3 combinado varia entre los pacientes.
Los hidrolizados se estimularon con anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 agonistas con la adicidén de anticuerpos
bloqueantes a PD-1 solo o en combinacién con Tim-3. La secrecién de IFN-y, TNF-a e IL-2 se determin6é mediante
ELISAY se normalizé a 1 x 10° linfocitos T. Las figuras 23A-C muestran linfocitos T de un paciente en el que la funcién
de los linfocitos T se puede recuperar mediante la adicién de anticuerpos bloqueantes (BS-268) y linfocitos T de un
paciente que no presente respuesta al bloqueo de PD-1 o PD-1/Tim-3. Se muestra la diferencia en la expresién ([%
expresion en pacientes tratados con Ac] - [% expresidn en pacientes sin tratar]). La figura 23D muestra los respectivos
gréficos de citometria de flujo con subconjuntos con expresiéon de PD-12%y PD-1". La figura 23E muestra un resumen
de la secrecion de IL-2, TNF-a 'y IFN-y por linfocitos T de seis pacientes, determinada por ELISA y normalizada a 1 x
108 linfocitos T CD3".

Las figuras 24A-F muestran que el efecto del bloqueo de PD-1 o de PD-1/Tim-3 combinado difiere entre los
subconjuntos con expresion de PD-12% y PD-1""t |La correlacion del incremento en la produccion de citocinas por
blogueo de PD-1 o de PD-1/Tim-3 combinado en subconjuntos con expresiéon de PD-12% y PD-1" se indica mediante
la proporcién PD-13%/PD-1int,

Las figuras 25A-1 muestran la activacién de linfocitos T CD4* en hidrolizados tumorales y derrames neoplasicos tras
la exposicion a TCB anti-FolR1. Se cultivaron hidrolizados tumorales o derrames neoplasicos durante 24 h en
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presencia 0 ausencia de TCB anti-FolR1 o de TCB DP-47 como control. La expresién de marcadores de activacion o
marcadores de la funcién de los linfocitos T en linfocitos T CD8* se determind mediante citometria de flujo.

Las figuras 26A-C muestran que la activacion de linfocitos T inducida por TCB anti-FolR1 es independiente de la
expresion de CTLA-4, Lag-3 y BTLA. Se cultivaron hidrolizados tumorales o derrames neoplasicos durante 24 h en
presencia o ausencia de TCB anti-FolR1. La expresién de CD25 en linfocitos T CD8* se determiné mediante citometria
de flujo. La expresidén de CD25 inducida por TCB anti-FolR1 se correlacion6 con el valor de referencia de expresion
de CTLA-4, Lag-3y BTLA.

Las figuras 27A-C muestran que TCB anti-FolR1 induce la secrecion de citocinas solo en pacientes con un bajo
porcentaje de linfocitos T CD8" con expresion de PD-12%2. Se cultivaron hidrolizados tumorales o derrames neoplésicos
durante 24 h en presencia o ausencia de TCB anti-FolR1. La secrecidon de IFN-y, TNF e IL-2 en los sobrenadantes de
cultivo celular se determind y se normalizé a la cantidad de 1 x 10° linfocitos T en el cultivo. La secrecion de citocinas
inducida por TCB anti-FolR1 se correlaciono con el valor de referencia de expresion de PD-12%,

Las figuras 28A-F muestran que el tratamiento con un anticuerpo bloqueante de PD-1 no induce la secrecidon de
citocinas en hidrolizados tumorales o derrames neoplasicos de pacientes con cancer de pulmén y de ovario con un
bajo porcentaje de células con expresion de PD-12% Se cultivaron hidrolizados tumorales o derrames neoplasicos
durante 24 h con TCB anti-FolR1 en presencia o ausencia de anticuerpo bloqueante de PD-1 (fig. 28A-C) o la
combinacién de anticuerpos bloqueantes de PD-1 y Tim-3 (fig. 28D-F). La secrecién de IFN-y, TNF e IL-2 en los
sobrenadantes de cultivo celular se determind y se normalizé a la cantidad de 1 x 10° linfocitos T en el cultivo. La
secrecién de citocinas inducida por los anticuerpos bloqueantes en comparacidén con el tratamiento con TCB anti-
FolR1 solo se correlaciono con el valor de referencia de expresion de PD-121,

Las figuras 29A-B muestran los resultados de un ensayo de internalizacion basado en FACS. Los datos muestran
que el fragmento Fab (Fab anti-TIM-3) del anticuerpo anti-TIM3 Tim3_0022 (abreviado como Ab anti-TIM3 (022)) se
internaliza en células CHO-K1 recombinantes que expresan huTIM3 después de laincubacion a 37 °C con una cinética
similar a la del anticuerpo en el formato de IgG completa.

Las figuras 30A-B muestran la unién de anticuerpos anti-TIM3 a células RPMI-8226 (la designhacién de anticuerpo
clon 0016 se refiere al anticuerpo Tim3_0016, clon 0016 se refiere a la variante de anticuerpo Tim3_0016 (anticuerpo
Tim3_0018), clon 0022 se refiere al anticuerpo Tim3_00122, etc.). La figura 30B muestra la union de anticuerpos anti-
TIM3 a células Pfeiffer (la designacién de anticuerpo clon 0016 se refiere al anticuerpo Tim3_0016, clon 0016 se refiere
a la variante de anticuerpo Tim3_0016 (anticuerpo Tim3_0018), clon 0022 se refiere al anticuerpo Tim3_00122, etc.).

La figura 31 muestra el nivel de expresion de TIM-3 en diferentes muestras de células de pacientes con LMA mediante
FACS usando mAb anti-TIM-3.

La figura 32 muestra una matriz cromatica de la expresion de receptores inhibidores en TIL asociados con CPNM. La
coexpresion de receptores inhibidores en linfocitos T CD8* infiltrantes de tumores positivos para el punto de control
inmunitario indicado se muestra como una matriz cromatica que muestra el porcentaje de expresién para los
receptores adicionales.

La figura 33 muestra un trazado de radar de la expresion de receptores inhibidores en TIL asociados con CPNM. La
coexpresion de receptores inhibidores en linfocitos T CD8* infiltrantes de tumores positivos para el punto de control
inmunitario indicado se muestra como un trazado de radar que indica la expresién media y la desviacién estandar de
los otros cuatro receptores.

Las figuras 34A-D muestran el porcentaje de linfocitos T CD8* con expresién de PD-12t o PD-1"t que expresan
puntos de control inmunitario adicionales. Cada punto representa una muestra de paciente. Los valores de p se
calcularon usando la prueba de Wilcoxon para datos independientes.

Las figuras 35A-F muestran la expresidn del receptor inhibidor de linfocitos T intratumoral y la funcidn de los linfocitos
T. La figura 35A muestra la estrategia de seleccion de poblaciones celulares para la identificacion de subconjuntos de
linfocitos T CD8* con expresion de PD-12f® PD-1nty PD-1"%¢ de dos pacientes representativos. La figura 358 muestra
la distribucién de los subconjuntos de linfocitos T indicados en las muestras de tumor analizadas. La figura 35C
muestra que las funciones de los linfocitos T inducidas por la estimulacién con anti-CD3/anti-CD28 dependen del nivel
de expresion de PD-1 de los linfocitos T CD8*. Se cultivaron hidrolizados tumorales y derrames neoplasicos durante
24 h en presencia 0 ausencia de anticuerpos anti-CD3/-CD28 agonistas. El incremento en la expresion de CD25 en
linfocitos T CD8" (fig. 35C) y el incremento de las citocinas efectoras IFN-y, IL-2 y TNF (fig. 35D) se determinaron en
tumores con expresion de PD-12" escasa y abundante. Los valores de p se calcularon usando la prueba de Mann-
Whitney para datos independientes. Las muestras de tumor se dividieron de acuerdo con el porcentaje de células
CD8* con expresion de PD-12% en dos grupos con expresion de PD-12% escasa y abundante, respectivamente (fig.
35E). El nivel de expresion de los receptores inhibidores PD-1, Tim-3, CTLA-4, Lag-3 y BTLA se determind mediante
citometria de flujo en linfocitos T CD8* de hidrolizados tumorales o derrames neoplasicos (fig. 35F).
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Las figuras 36A-E muestran patrones de expresion de receptores inhibidores y el porcentaje de linfocitos T CD8* con
expresion escasa y abundante. Las figuras 36A-D muestran la coexpresién de Tim-3, CTLA-4, Lag-3 y BTLA en
linfocitos T CD8* con expresion de PD-12% PD-1nt y PD-1"9 |Los valores de p se calcularon usando ANOVA
unidireccional con la prueba a posteriori de Bonferroni. Fig. 36E: Las muestras de tumor FolR1" se dividieron de
acuerdo con el porcentaje de células CD8* con expresion de PD-12 en dos grupos con expresion de PD-12 escasa
y abundante, respectivamente.

Las figuras 37A-H muestran que las funciones de los linfocitos T inducidas por TCB anti-FolR1 dependen del nivel de
expresion de PD-1 de los linfocitos T CD8*. Se cultivaron hidrolizados tumorales y derrames neoplasicos FolR1*
durante 24 h en presencia 0 ausencia de TCB anti-FolR1. El incremento en la expresidén de marcadores de activacion
en los linfocitos T CD8" (fig. 37A-C) y el incremento de las citocinas efectoras IFN-y, IL-2, TNF y perforina (fig. 37D-G)
se determind en tumores con expresion de PD-132 escasa y abundante. La figura 37H muestra |la destruccion de las
células diana. Se ajustaron ambas muestras tumorales positivas y negativas para FolR1 mediante la adicion de la
linea celular Skov3 FolR1* a una proporcién E:T de 1:1 y la destruccion se compard en tumores con expresion de
PD-12% escasa y abundante. Los valores de p se calcularon usando la prueba de Mann-Whitney para datos
independientes.

Las figuras 38A-E muestran que el bloqueo de PD-1 incrementa la produccién de citocinas, pero no su funcion
citolitica en los linfocitos T de tumores con escasa expresion de PD-12% solo. Fig. 38A-D: Se cultivaron hidrolizados
tumorales o derrames neoplasicos FolR1* durante 24 h con TCB anti-FolR1 en presencia ¢ ausencia de un anticuerpo
bloqueante de PD-1. Se determinaron los niveles IFN-y, IF-2, TNF y perforina en los sobrenadantes de cultivo celular
por matriz citométrica de microesferas o ELISA y se normalizaron a la cantidad de 1 x 10° linfocitos T CD3* (IFN-y,
IL-2, TNF, fig. 38A-C) o linfocitos T CD3* CD8" (perforina, fig. 38D). El incremento en la secrecién de citocinas en el
tratamiento combinado con TCB anti-FolR1 y anti-PD-1 en comparacion con TCB anti-FolR1 solo se determind en
tumores con expresién de PD-12% escasa y abundante. Fig. 38E: Se cultivaron hidrolizados tumorales o derrames
neoplasicos conjuntamente con células Skov3 marcadas con fluorescencia afiadidas exdgenamente en una proporcion
E:T de 1:1 durante 24 h en presencia 0 ausencia de un anticuerpo bloqueante de PD-1y TCB anti-FolR1. El incremento
en la destruccion especifica por el anticuerpo anti-PD-1 se comparo en tumores con expresion de PD-12" escasa y
abundante. Los valores de p se calcularon usando la prueba de Mann-Whitney para datos independientes.

La figura 39 muestra caracteristicas detalladas de los pacientes.

Las figuras 40A-C muestran la activacién de linfocitos T CD8* tras la exposicion a concentraciones crecientes de TCB
anti-FolR1. Se cultivaron PBMC conjuntamente con células Skov3 durante 24 h en presencia o ausencia de TCB anti-
FolR1 o del control no especifico TCB DP-47. La figura 40A muestra la expresion de FolR1 en células Skov3.
Histograma sombreado: control de isotipo; histograma blanco: anticuerpo anti-FolR1. Fig. 40B: La expresién de los
marcadores de activacion CD25, CD137 e ICOS en linfocitos T CD8* se determiné mediante citometria de flujo. Fig.
40C: La secrecion de IFN-y, TNF e IL-2 en los sobrenadantes de cultivo celular se determiné por ELISA y se normalizé
a la cantidad de 1 x 10° linfocitos T CD3*.

Descripcién detallada de modos de realizacién de la invencién
|. DEFINICIONES

Una "regién estructural humana aceptadora” para los propdsitos en el presente documento es una regién estructural
que comprende la secuencia de aminoacidos de una regién estructural del dominio variable de la cadena ligera (VL)
0 una regién estructural del dominio variable de la cadena pesada (VH) derivada de una region estructural de
inmunoglobulina humana o una regidén estructural consenso humana, como se define a continuacién. Una regién
estructural humana aceptadora "derivada de" una region estructural de inmunoglobulina humana o una regién
estructural consenso humana puede comprender la misma secuencia de aminoacidos de la misma, o puede contener
cambios en la secuencia de aminoacidos. En algunos modos de realizacion, el nimero de cambios aminoacidicos es
de 10 o menos, 9 0 menos, 8 0 menos, 7 0 menos, 6 0 menos, 5 0 menos, 4 0 menos, 3 0 menos 0 2 0 menos. En
algunos modos de realizacion, la regidén estructural humana aceptadora de VL tiene una secuencia idéntica a la
secuencia de la region estructural de inmunoglobulina humana de VL o la secuencia de la regién estructural consenso
humana.

"Afinidad" se refiere a la fuerza de la suma total de las interacciones no covalentes entre un unico sitio de unién de
una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) y su compafiero de unién (por ejemplo, un antigeno). A menos que se
indique de otro modo, como se usa en el presente documento, "afinidad de unién" se refiere a la afinidad de union
intrinseca que refleja una interaccién 1:1 entre los miembros de un par de unién (por ejemplo, anticuerpo y antigeno).
La afinidad de una molécula X por su compafiero Y se puede representar en general por la constante de disociacion
(Kd). Se puede medir la afinidad por procedimientos comunes conocidos en la técnica, incluyendo los descritos en el
presente documento. Los modos de realizacién ilustrativos y ejemplares especificos para medir la afinidad de unidon
se describen en lo que sigue.

Un anticuerpo "de afinidad madurada" se refiere a un anticuerpo con una o mas alteraciones en una o0 mas regiones
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hipervariables (HVR), en comparacién con un anticuerpo original que no posee dichas alteraciones, dando como
resultado dichas alteraciones una mejora en la afinidad del anticuerpo por el antigeno.

Los términos "un anticuerpo biespecifico que se une especificamente al receptor de folato 1 (FolR1) y a CD3",
"molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T especifica para FolR1y para CD3" y "TCB anti-
FolR1" se usan de manera intercambiable en el presente documento y se refieren a un anticuerpo biespecifico que se
puede unir a FolR1 y a CD3 con suficiente afinidad como para que el anticuerpo sea Util como agente de diagndstico
y/o terapéutico para dirigir linfocitos T CD3* a células diana FolR2*.

Los términos "anticuerpo anti-TIM3" y "anticuerpo TIM3" se usan como sinénimos en el presente documento para
referirse a un anticuerpo que se une especificamente a TIM3. Un anticuerpo anti-TIM3 descrito en el presente
documento se refiere a un anticuerpo que se puede unir a TIM3, especialmente un polipéptido de TIM3 expresado en
una superficie celular, con suficiente afinidad como para que el anticuerpo sea util como agente de diagndstico y/o
terapéutico. En un modo de realizacién, el grado de unién de un anticuerpo que une especificamente TIM3 a una
proteina distinta de TIM3 no relacionada es menor de aproximadamente un 10 % de la unién del anticuerpo a TIM3
como se mide, por ejemplo, mediante un radioinmunoanalisis (RIA) o citometria de flujo (FACS). En determinados
modos de realizacion, un anticuerpo que se une especificamente a TIM3 tiene una constante de disociacion (Kd) de
<1 uM, €100 nM, <10 nM, <1 nM, <0,1 nM, <0,01 nM o <0,001 nM (por ejemplo, 108 M o0 menos, por ejemplo, de 10
8M a 1013 M, por ejemplo, de 10° M a 10’3 M). En determinados modos de realizaciéon, un anticuerpo que se une
especificamente a TIM3 se une a un epitopo de TIM3 que se conserva entre DRS de especies diferentes.
Preferentemente, dicho anticuerpo se une a TIM3 humana y de macaco cangrejero. La expresion "un anticuerpo que
se une especificamente a TIM3" también engloba anticuerpos biespecificos que se pueden unira TIM3 y a un segundo
antigeno.

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

Un "fragmento de anticuerpo" se refiere a una molécula distinta de un anticuerpo intacto que comprende una parte 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, fragmentos cross-Fab;
anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpos monocatenarios (por ejemplo, scFv); y anticuerpos multiespecificos
formados a partir de fragmentos de anticuerpo. Los anticuerpos scFv se describen, por ejemplo, en Houston, J.S,,
Methods in Enzymol. 203 (1991) 46-96). Ademas, los fragmentos de anticuerpo comprenden polipéptidos
monocatenarios que tienen las caracteristicas de un dominio VH, a saber, que se pueden ensamblar conjuntamente
con un dominio VL, o de un dominio VL, a saber, que se pueden ensamblar conjuntamente con un dominio VH a un
sitio de unién a antigeno funcional y que proporcionan, de este modo, la propiedad de uniéon a antigeno de los
anticuerpos de longitud completa.

Como se usa en el presente documento, "fragmento Fab" se refiere a un fragmento de anticuerpo que comprende un
fragmento de cadena ligera que comprende un dominio VL y un dominio constante de una cadena ligera (CL), y un
dominio VH y un primer dominio constante (CH1) de una cadena pesada. En un modo de realizacion, los anticuerpos
biespecificos de la invencion comprenden al menos un fragmento Fab, en los que se intercambian las regiones
variables o bien las regiones constantes de la cadena pesada y ligera. Debido al intercambio de las regiones variables
0 bien de las regiones constantes, dicho fragmento Fab también se denomina "fragmento cross-Fab" o "fragmento
xFab" o "fragmento Fab de entrecruzamiento". Son posibles dos composiciones de cadena diferentes de una molécula
Fab de entrecruzamiento y estan comprendidas en los anticuerpos biespecificos de la invencion: por un lado, se
intercambian las regiones variables de la cadena pesaday ligera de Fab, es decir, la molécula Fab de entrecruzamiento
comprende una cadena peptidica compuesta por la region variable de la cadena ligera (VL) y la regidon constante de
la cadena pesada (CH1), y una cadena peptidica compuesta por la region variable de la cadena pesada (VH) y la
region constante de la cadena ligera (CL). Esta molécula Fab de entrecruzamiento también se denomina
CrossFabwLvr). Por otro lado, cuando se intercambian las regiones constantes de la cadena pesada y ligera de Fab,
la molécula Fab de entrecruzamiento comprende una cadena peptidica compuesta por la regién variable de la cadena
pesada (VH) y la region constante de la cadena ligera (CL), y una cadena peptidica compuesta por la region variable
de la cadena ligera (VL) y la region constante de la cadena pesada (CH1). Esta molécula Fab de entrecruzamiento
también se denomina CrossFabcLcH1). Formatos de anticuerpos biespecificos que comprenden fragmentos Fab de
entrecruzamiento se han descrito, por ejemplo, en los documentos WO 2009/080252, WO 2009/080253, WO
2009/080251, WO 2009/080254, WO 2010/136172, WO 2010/145792 y WO 2013/026831.

Un "fragmento Fab monocatenario" o "scFab" es un polipéptido que consiste en un dominio variable de la cadena
pesada de anticuerpo (VH), un dominio constante 1 de anticuerpo (CH1), un dominio variable de la cadena ligera de
anticuerpo (VL), un dominio constante de la cadena ligera de anticuerpo (CL) y un conector, en el que dichos dominios
de anticuerpo y dicho conector tienen uno de los siguientes 6rdenes en la direccion de N terminal a C terminal:

a) VH-CH1-conector-VL-CL, b) VL-CL-conector-VH-CH1, ¢) VH-CL-conector-VL-CH1 o d) VL-CH1-conector-VH-CL; y
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en el que dicho conector es un polipéptido de al menos 30 aminoacidos, preferentemente de entre 32 y 50
aminoacidos. Dichos fragmentos Fab monocatenarios a) VH-CH1-conector-VL-CL, b) VL-CL-conector-VH-CH1, ¢)
VH-CL-conector-VL-CH1 y d) VL-CH1-conector-VH-CL se estabilizan por medio del enlace disulfuro natural entre el
dominio CL y el dominio CH1. Ademas, se podrian estabilizar adicionalmente estas moléculas Fab monocatenarias
mediante la generacién de enlaces disulfuro intercatenarios por medio de la insercién de residuos de cisteina (por
ejemplo, en la posicidn 44 de la cadena pesada variable y la posicion 100 de la cadena ligera variable de acuerdo con
la numeracién de Kabat). El término "extremo N" indica el ultimo aminoacido del extremo N. El término "extremo C"
indica el ultimo aminoacido del extremo C.

Por "fusionados" o "conectados" se entiende que los componentes (por ejemplo, una molécula Fab y una subunidad
del dominio Fc) se unen mediante enlaces peptidicos, directamente o bien por medio de uno o mas conectores
peptidicos.

El término "conector”, como se usa en el presente documento, se refiere a un conector peptidico y es preferentemente
un péptido con una secuencia de aminoacidos con una longitud de al menos 5 aminoacidos, preferentemente con una
longitud de 5 a 100, mas preferentemente de 10 a 50 aminoacidos. En un modo de realizacién, dicho conector peptidico
es (GxS)n (SEQ ID NO: 384 y 385) 0 (GxS)nGm (SEQ ID NO: 429 y 430), siendo G = glicina, S =serina, y (x =3, n =3,
4506, ym=0,1,203)0x=4n=23,405ym=0,1, 20 3), preferentemente x=4y n=2 0 3, mas
preferentemente x = 4, n = 2. En un modo de realizacion, dicho conector peptidico es (G4S)> (SEQ ID NO: 386).

El término "molécula de inmunoglobulina" se refiere a una proteina que tiene la estructura de un anticuerpo natural.
Por ejemplo, las inmunoglobulinas de la clase |gG son glucoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente
150.000 dalton, compuestas de dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas que se unen con enlaces disulfuro. Desde
el extremo N al extremo C, cada cadena pesada tiene una regién variable (VH), también llamada dominio variable
pesado o dominio variable de la cadena pesada, seguida de tres dominios constantes (CH1, CH2 y CH3), también
llamados regiones constantes de la cadena pesada. De forma similar, desde el extremo N al extremo C, cada cadena
ligera tiene una regién variable (VL), también llamada dominio variable ligero 0 dominio variable de la cadena ligera,
seguida de un dominio constante ligero (CL), también llamado regién constante de la cadena ligera. La cadena pesada
de una inmunoglobulina se puede asignar a uno de cinco tipos, llamados a (IgA), d (IgD), € (IgE), y (IgG) o u (IgM),
algunos de los cuales se pueden dividir ademas en subtipos, por ejemplo, y1 (IgG1), y2 (19G2), y3 (19G3), y4 (1gGa), an
(IlgA1) y a2 (IgA2). La cadena ligera de una inmunoglobulina se puede asignar a uno de dos tipos, llamados kappa (k)
y lambda (A), en base a la secuencia de aminoacidos de su dominio constante. Una inmunoglobulina consiste
esencialmente en dos moléculas Fab y un dominio Fc, unidos por medio de la region bisagra de inmunoglobulina.

Un "anticuerpo que se une al mismo epitopo" que un anticuerpo de referencia se refiere a un anticuerpo que bloquea
la unién del anticuerpo de referencia a su antigeno en un ensayo de competencia en un 50 % o masy, ala inversa, el
anticuerpo de referencia bloquea la union del anticuerpo a su antigeno en un ensayo de competencia en un 50 % o
mas. En el presente documento se proporciona un ensayo de competencia ejemplar.

El término "dominio de unién a antigeno" se refiere a la parte de una molécula de unién a antigeno que comprende el
area que se une especificamente a y es complementaria a parte o la totalidad de un antigeno. Cuando un antigeno es
grande, una molécula de unién a antigeno solo se puede unir a una parte particular del antigeno, denominandose
dicha parte epitopo. Se puede proporcionar un dominio de unién a antigeno, por ejemplo, por uno 0 mas dominios
variables de anticuerpo (también llamados regiones variables de anticuerpo). Preferentemente, un dominio de unién a
antigeno comprende una region variable de la cadena ligera de anticuerpo (VL) y una regién variable de la cadena
pesada de anticuerpo (VH).

El término anticuerpo "quimérico" se refiere a un anticuerpo en el que una parte de la cadena pesada y/o ligera deriva
de una fuente o especie particular, mientras que el resto de la cadena pesada y/o ligera deriva de una fuente o especie
diferente, normalmente preparado mediante técnicas de ADN recombinante. Son preferentes los anticuerpos
quiméricos que comprenden una region variable de conejo y una region constante humana. Otras formas preferentes
de "anticuerpos quiméricos" englobadas por la presente invencion son aquellas en las que la regidén constante se ha
modificado o cambiado con respecto a la del anticuerpo original para generar las propiedades de acuerdo con la
invencidn, especialmente en relacién con la unién a C1q y/o unién al receptor de Fc (FcR). Dichos anticuerpos
quiméricos también se denominan "anticuerpos de cambio de clase". Los anticuerpos quiméricos son el producto de
genes de inmunoglobulina expresados que comprenden segmentos de ADN que codifican regiones variables de
inmunoglobulina y segmentos de ADN que codifican regiones constantes de inmunoglobulina. Los procedimientos
para producir anticuerpos quiméricos implican técnicas de ADN recombinante y de transfeccién génica convencionales
y son bien conocidos en la técnica. Véanse, por ejemplo, Morrison, S.L., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 (1984)
6851-6855; las patentes de EE. UU. n.° 5.202.238 y 5.204.244.

El término "agente citotdxico”, como se usa en el presente documento, se refiere a una sustancia que inhibe o evita
una funcion celular y/o provoca la muerte o destruccion de las células. Los agentes citotéxicos incluyen, pero no se
limitan a, isotopos radioactivos (por ejemplo, At2", 131 |15 Y90 Re18 Re'3 Sm158 Bj212, P32 Pb2'2 e isdtopos
radioactivos de Lu); agentes o farmacos quimioterapicos (por ejemplo, metotrexato, adriamicina, alcaloides de la vinca
(vincristina, vinblastina, etopdsido), doxorrubicina, melfalan, mitomicina C, clorambucilo, daunorrubicina u otros
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agentes intercalantes); agentes inhibidores del crecimiento; enzimas y fragmentos de las mismas, tales como enzimas
nucleoliticas; antibidticos; toxinas, tales como toxinas micromoleculares o toxinas enzimaticamente activas de origen
bacteriano, fungico, vegetal o animal, incluyendo fragmentos y/o variantes de las mismas; y los diversos agentes
antineoplasicos o antitumorales divulgados a continuacion.

"Funciones efectoras" se refieren a las actividades biologicas atribuibles a la regién Fc de un anticuerpo, que varian
con el isotipo del anticuerpo. Los ejemplos de funciones efectoras de anticuerpo incluyen: unién a C1qy citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC), unién a receptor de Fc, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC), fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP), secrecién de citocinas, captacién de antigenos
mediada por complejo inmunitario por células presentadoras de antigenos, regulacién por disminucion de receptores
de superficie celular (por ejemplo, receptor de linfocitos B) y activacidon de linfocitos B.

Como se usan en el presente documento, se considera que los términos "genomanipular, genomanipulado,
genomanipulacién” incluyen cualquier manipulacion del esqueleto peptidico o las modificaciones postraduccionales
de un polipéptido natural o recombinante o fragmento del mismo. La genomanipulacion incluye modificaciones de la
secuencia de aminoacidos, del patréon de glucosilacién o del grupo de cadena lateral de aminoacidos individuales, asi
como combinaciones de estos enfoques.

El término "mutacién aminoacidica", como se usa en el presente documento, pretende englobar sustituciones,
deleciones, inserciones y modificaciones aminoacidicas. Cualquier combinacién de sustitucion, delecion, insercién y
modificacién se puede realizar para llegar a la construccidon final, siempre que la construccién final posea las
caracteristicas deseadas, por ejemplo, unidn reducida a un receptor de Fc 0 asociacidn incrementada con otro péptido.
Las deleciones e inserciones en la secuencia de aminoacidos incluyen deleciones e inserciones de aminoacidos amino
y/o carboxiterminales. Mutaciones aminoacidicas particulares son sustituciones aminoacidicas. Con el propésito de
alterar, por ejemplo, las caracteristicas de unién de una region Fc, son en particular preferentes las sustituciones
aminoacidicas no conservadoras, es decir, el reemplazo de un aminoacido por otro aminoacido que tiene propiedades
estructurales y/o quimicas diferentes. Las sustituciones aminoacidicas incluyen el reemplazo por aminoacidos no
naturales o por derivados de aminoacidos naturales de los veinte aminoacidos estandar (por ejemplo, 4-hidroxiprolina,
3-metilhistidina, ornitina, homoserina, 5-hidroxilisina). Se pueden generar mutaciones aminoacidicas usando
procedimientos genéticos o quimicos bien conocidos en la técnica. Los procedimientos genéticos pueden incluir
mutagénesis dirigida al sitio, PCR, sintesis génica y similares. Se contempla que también pueden ser Uutiles
procedimientos de alteracion del grupo de cadena lateral de un aminoacido por procedimientos distintos de
genomanipulacién, tales como modificacion quimica. Se pueden usar diversas designaciones en el presente
documento para indicar la misma mutacion aminoacidica. Por ejemplo, se puede indicar una sustitucion de prolina en
la posicion 329 del dominio Fc a glicina como 329G, G329, Gsog, P329G o Pro329Gly.

Una "cantidad eficaz" de un agente, por ejemplo, una formulacién farmacéutica, se refiere a una cantidad eficaz, en
las dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado terapéutico o profilactico deseado.

El término "dominio Fc" o "regidon Fc" en el presente documento se usa para definir una regién C terminal de una
cadena pesada de inmunoglobulina que contiene al menos una parte 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 podrian variar ligeramente, la region Fc de la cadena pesada de IgG humana se define normalmente para que
se extienda desde Cys226, o desde Pro230, al extremo carboxiterminal de la cadena pesada. Sin embargo, la lisina
C terminal (Lys447) de la region Fc puede estar o no estar presente. A menos que se especifique de otro modo en el
presente documento, la numeracion de residuos de aminoacido en la region Fc o regién constante esta 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 de 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 se pueden autoasociar de manera estable. Por ejemplo, una subunidad de
un dominio Fc de IgG comprende un dominio constante CH2 de IgG y uno CH3 de IgG.

Una "modificacién que promueve la asociacién de la primera y la segunda subunidad del dominio Fc" es una
manipulacion del esqueleto peptidico o las modificaciones postraduccionales de una subunidad del dominio Fc que
reduce o evita la asociacién de un polipéptido que comprende la subunidad del dominio Fc con un polipéptido idéntico
para formar un homodimero. Una modificacién que promueve la asociacién, como se usa en el presente documento,
en particular incluye modificaciones separadas realizadas en cada una de las dos subunidades del dominio Fc que se
desean asociar (es decir, la primera y la segunda subunidad del dominio Fc), en la que las modificaciones son
complementarias entre si para promover la asociacion de las dos subunidades del dominio Fc. Por ejemplo, una
modificacién que promueve la asociacion puede alterar la estructura o carga de una 0 ambas subunidades del dominio
Fc para hacer que su asociacidn sea estérica o electrostaticamente favorable, respectivamente. Por tanto, se produce
(hetero)dimerizacion entre un polipéptido que comprende la primera subunidad del dominio Fc y un polipéptido que
comprende la segunda subunidad del dominio Fc, que podrian no seridénticas en el sentido de que otros componentes
fusionados a cada una de las subunidades (por ejemplo, restos de unioén a antigeno) no son iguales. En algunos modos
de realizacién, la modificacion que promueve la asociacion comprende una mutacién aminoacidica en el dominio Fc,
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especificamente una sustitucién aminoacidica. En un modo de realizacion particular, la modificacidon que promueve la
asociacion comprende una mutacion aminoacidica independiente, especificamente una sustitucién aminoacidica, en
cada una de las dos subunidades del dominio Fc.

"Regién estructural” o "FR" se refiere a residuos del dominio variable distintos de los residuos de la regidn hipervariable
(HVR). La FR de un dominio variable consiste en general en cuatro dominios de FR: FR1, FR2, FR3 y FR4. En
consecuencia, las secuencias de HVR y FR aparecen, en general, en la siguiente secuencia en VH (o VL):
FR1-H1(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FRA4.

Los términos "anticuerpo de longitud completa”, "anticuerpo intacto" y "anticuerpo completo” se usan en el presente
documento de manera intercambiable para referirse a un anticuerpo que tiene una estructura sustancialmente similar
a una estructura de anticuerpo natural o que tiene cadenas pesadas que contienen una regién Fc como se define en
el presente documento.

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 exégeno, 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 niumero de pasos. La
descendencia puede no ser completamente idéntica en contenido de acido nucleico a una célula original, sino que
puede contener mutaciones. La descendencia mutante que tiene la misma funcién o actividad biolégica que la cribada
o seleccionada en la célula transformada originalmente se incluye en el presente documento.

Un "anticuerpo humano" es uno que posee una secuencia de aminoacidos que se corresponde con la de un anticuerpo
producido por un humano o una célula humana o derivado de una fuente no humana que utiliza repertorios de
anticuerpos humanos u otras secuencias que codifican anticuerpos humanos. Esta definicién de un anticuerpo humano
excluye especificamente un anticuerpo humanizado que comprende residuos de unién a antigeno no humanos. Como
también se menciona para los anticuerpos quiméricos y humanizados de acuerdo con la invencion, el término
"anticuerpo humano", como se usa en el presente documento, comprende también dichos anticuerpos que se
modifican en la regidn constante para generar las propiedades de acuerdo con la invencion, especialmente en relacion
con la unién a C1q y/o unién a FcR, por ejemplo, mediante "intercambio de clase”, es decir, cambio 0 mutacién de
partes de Fc (por ejemplo, de IgG1 a 1gG4 y/o mutacion 1gG1/1gG4).

El término "anticuerpo humano recombinante”, como se usa en el presente documento, pretende incluir todos los
anticuerpos humanos que se preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tales como los
anticuerpos aislados de una célula huésped tal como una célula NSO o CHO, o de un animal (por ejemplo, un ratén)
que sea transgénico para los genes de inmunoglobulina humana o anticuerpos expresados usando un vector de
expresion recombinante transfectado en una célula huésped. Dichos anticuerpos humanos recombinantes tienen
regiones variables y constantes en forma reordenada. Los anticuerpos humanos recombinantes de acuerdo con la
invencidn se han sometido a hipermutaciéon somatica in vivo. Por tanto, las secuencias de aminoacidos de las regiones
VHy VL de los anticuerpos recombinantes son secuencias que, aunque derivan de y se relacionan con las secuencias
de VH y VL de la estirpe germinal humana, pueden no existir de forma natural dentro del repertorio de la estirpe
germinal de anticuerpos humanos in vivo.

Una "regién estructural consenso humana" es una regién estructural que representa los residuos de aminoacido que
se producen lo mas comunmente en una seleccién de secuencias de la regiéon estructural de VL o VH de
inmunoglobulina humana. En general, la seleccidén de secuencias de VL o VH de inmunoglobulina humana es de un
subgrupo de secuencias de dominio variable. En general, el subgrupo de secuencias es un subgrupo como en Kabat
et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta edicidon, publicacién del NIH91-3242, Bethesda MD
(1991), vols. 1-3. En un modo de realizacion, para el VL, el subgrupo es el subgrupo kappa | como en Kabat et al.,
supra. En un modo de realizacion, para el VH, el subgrupo es el subgrupo |l como en Kabat et al., supra.

Un anticuerpo "humanizado"” se refiere a un anticuerpo quimérico que comprende residuos de aminoacido de HVR no
humanas y residuos de aminoacido de FR humanas. En determinados modos de realizacién, un anticuerpo
humanizado comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables, en los que
todas o sustancialmente todas las HVR (por ejemplo, CDR) corresponden a las de un anticuerpo no humano, y todas
o0 sustancialmente todas las FR corresponden a las de un anticuerpo humano. Un anticuerpo humanizado
opcionalmente puede comprender al menos una parte de una region constante de anticuerpo derivada de un
anticuerpo humano. Una "forma humanizada" de un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo no humano, se refiere a
un anticuerpo que se ha sometido a humanizacion. Otras formas de "anticuerpos humanizados" englobadas por la
presente invencién son aquellas en las que la regién constante se ha modificado o cambiado adicionalmente con
respecto a la del anticuerpo original para generar las propiedades de acuerdo con la invencién, especialmente en
relacidén a la union a C1q y/o la unién al receptor de Fc (FcR).

Eltérmino "regién hipervariable" o "HVR", como se usa en el presente documento, se refiere a cada una de las regiones

de un dominio variable de anticuerpo que son de secuencia hipervariable y/o forman bucles definidos estructuralmente
("bucles hipervariables"). En general, los anticuerpos tetracatenarios naturales comprenden seis HVR; tres en el VH
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(H1, H2, H3) y tres en el VL (L1, L2, L3). Las HVR comprenden en general residuos de aminoacido de los bucles
hipervariables y/o de las "regiones determinantes de la complementariedad" (CDR), siendo las Ultimas las de
variabilidad de secuencia mas alta y/o estando implicadas en el reconocimiento antigénico. Los bucles hipervariables
ejemplares se producen en los residuos de aminoacido 26-32 (L1), 50-52 (L2), 91-96 (L3), 26-32 (H1), 53-55 (H2) y
96-101 (H3). (Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)). Las CDR ejemplares (CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3,
CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3) se producen en los residuos de aminoacido 24-34 de L1, 50-56 de L2, 89-97 de L3, 31-
35B de H1, 50-65 de H2 y 95-102 de H3. (Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed. Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)). Las regiones hipervariables (HVR) también se
denominan regiones determinantes de la complementariedad (CDR), y estos términos se usan en el presente
documento de manera intercambiable en referencia a porciones de la region variable que forman las regiones de union
a antigeno. Kabat ef al., U.S. Dept. of Health and Human Services, "Sequences of Proteins of Immunological Interest"
(1983) y Chothia et al., J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987) han descrito esta regién particular, donde las definiciones
incluyen residuos de aminoacido superpuestos o subconjuntos de los mismos cuando se comparan entre si. No
obstante, se pretende que la aplicacion de cualquier definicidn para referirse a una CDR de un anticuerpo o variantes
del mismo esté dentro del alcance del término como se define y se usa en el presente documento. Los residuos de
aminoacido apropiados que engloban las CDR, como se define en cada una de las referencias citadas anteriormente,
se exponen a continuacidn en la tabla A como comparacién. Los niumeros de residuos exactos que engloba una CDR
particular variaran dependiendo de la secuencia y tamafio de la CDR. Los expertos en la técnica pueden determinar
de forma rutinaria los residuos que comprende una CDR particular dada la secuencia de aminoacidos de la region
variable del anticuerpo.

TABLA A. Definiciones de CDR

CDR Kabat Chothia AbM?
CDR1 VH 31-35 26-32 26-35
CDR2 Vu 50-65 52-58 50-58
CDR3 VH 95-102 95-102 95-102
CDR1 VL 24-34 26-32 24-34
CDR2 VL 50-56 50-52 50-56
CDR3 VL 89-97 91-96 89-97

! La numeracion de todas las definiciones de CDR en la tabla A esta de acuerdo con las convenciones de numeracion
expuestas por Kabat et al. (véase a continuacién).

2"AbM" con una "b" minuscula como se usa en la tabla A se refiere a las CDR definidas por el programa informatico
de modelado de anticuerpos "AbM" de Oxford Molecular.

Kabat et al. también definieron un sistema de numeracién para las secuencias de la regidon variable que es aplicable
a cualquier anticuerpo. Un experto en la técnica puede asignar inequivocamente este sistema de "numeracién de
Kabat" a cualquier secuencia de la region variable, sin depender de ningun dato experimental mas alla de la propia
secuencia. Como se usa en el presente documento, "numeracion de Kabat" se refiere al sistema de numeracién
expuesto por Kabat ef a/., U.S. Dept. of Health and Human Services, "Sequence of Proteins of Immunological Interest"
(1983). A menos que se especifique de otro modo, las referencias a la numeracion de posiciones de residuos de
aminoacido especificas en una regidn variable de anticuerpo estan de acuerdo con el sistema de numeracion de Kabat.

Con la excepcion de la CDR1 en VH, las CDR comprenden en general los residuos de aminoacido que forman los
bucles hipervariables. Las CDR también comprenden "residuos determinantes de la especificidad" o "SDR", que son
los residuos que entran en contacto con el antigeno. Los SDR estan contenidos dentro de regiones de las CDR
llamadas CDR abreviadas 0 a-CDR. Las a-CDR ejemplares (a-CDR-L1, a-CDR-L2, a-CDR-L3, a-CDR-H1, a-CDR-H2
y a-CDR-H3) se producen en los residuos de aminoacido 31-34 de L1, 50-55 de L2, 89-96 de L3, 31-35B de H1, 50-
58 de H2 y 95-102 de H3. (Véase Almagro y Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008)). A menos que se indique
de otro modo, los residuos de HVR y otros residuos del dominio variable (por ejemplo, los residuos de FR) se numeran
en el presente documento de acuerdo con Kabat et al., supra.

Un "inmunoconjugado” es un anticuerpo conjugado con una o mas moléculas heterdlogas, incluyendo pero sin
limitarse a un agente citotéxico.

Un "individuo" o "sujeto" es un mamifero. Los mamiferos incluyen, pero no se limitan a, animales domesticados (por
ejemplo, vacas, ovejas, gatos, perros y caballos), primates (por ejemplo, humanos y primates no humanos tales como
monos), conejos y roedores (por ejemplo, ratones y ratas). En determinados modos de realizacion, el individuo o sujeto
es un humano.

Un anticuerpo "aislado" es uno que se ha separado de un componente de su entorno natural. En algunos modos de

realizacién, se purifica un anticuerpo a mas de un 95 % o 99 % de pureza como se determina, por ejemplo, por
electroforesis (por ejemplo, SDS-PAGE, isoelectroenfoque (IEF), electroforesis capilar) o cromatografia (por ejemplo,
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HPLC de intercambio idnico o de fase inversa). Para obtener una revisidén de los procedimientos para evaluar la pureza
de los anticuerpos, véase, por ejemplo, Flatman et al., J. Chromatogr. B 848:79-87 (2007).

Un &cido nucleico "aislado" se refiere a una molécula de acido nucleico que se ha separado de un componente de su
entorno natural. Un &cido nucleico aislado incluye una molécula de acido nucleico contenida en células que contienen
habitualmente la molécula de acido nucleico, pero la molécula de acido nucleico esta presente de forma
extracromosomica o en una localizacion cromosomica que es diferente de su localizacion cromosémica natural.

"Acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo biespecifico que se une especificamente a DR5 y un anticuerpo
para FAP" se refiere a una o mas moléculas de acido nucleico que codifican las cadenas pesada y ligera de anticuerpo
(o fragmentos del mismo), incluyendo dicha(s) molécula(s) de acido nucleico en un Unico vector o vectores separados,
y dicha(s) molécula(s) de acido nucleico presente(s) en una o mas localizaciones en una célula huésped.

El término "anticuerpo monoclonal”, como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo obtenido de
una poblacion de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprende la
poblacion son idénticos y/o se unen al mismo epitopo, excepto por posibles anticuerpos variantes, por ejemplo, que
contienen mutaciones naturales o que surgen durante la produccién de una preparacién de anticuerpos monoclonales,
estando presentes dichas variantes en general en cantidades insignificantes. En contraste con las preparaciones de
anticuerpos policlonales, que tipicamente incluyen anticuerpos diferentes dirigidos frente a diferentes determinantes
(epitopos), cada anticuerpo monoclonal de una preparacién de anticuerpos monoclonales se dirige frente a un Unico
determinante en un antigeno. Por tanto, el modificador "monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como que se ha
obtenido de una poblacidon sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no se ha de interpretar como que requiere
la produccién del anticuerpo por ningun procedimiento particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que se
van a usar de acuerdo con la presente invencion se pueden preparar por una variedad de técnicas, incluyendo pero
sin limitarse al procedimiento de hibridoma, procedimientos de ADN recombinante, procedimientos de presentacién
en fagos y procedimientos que utilizan animales transgénicos que contienen todos o parte de los locus de
inmunoglobulina humana, describiéndose en el presente documento dichos procedimientos y otros procedimientos
ejemplares para preparar anticuerpos monoclonales.

Un "anticuerpo no marcado" se refiere a un anticuerpo que no se conjuga a un resto heterélogo (por ejemplo, un resto
citotoxico) o radiomarcador. El anticuerpo no marcado puede estar presente en una formulacion farmacéutica.

"Anticuerpos naturales" se refieren a moléculas de inmunoglobulina naturales con estructuras variables. Por ejemplo,
los anticuerpos |gG naturales son glucoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente 150.000 dalton,
compuestas de dos cadenas ligeras idénticas y dos cadenas pesadas idénticas que se unen con enlaces disulfuro.
Desde el extremo N al extremo C, cada cadena pesada tiene una regidon variable (VH), también llamada dominio
variable pesado o dominio variable de la cadena pesada, seguida de tres dominios constantes (CH1, CH2 y CH3). De
forma similar, desde el extremo N al extremo C, cada cadena ligera tiene una regidn variable (VL), también llamada
dominio variable ligero o dominio variable de la cadena ligera, seguida de un dominio constante ligero (CL). La cadena
ligera de un anticuerpo se puede asignar a uno de dos tipos, llamados kappa (k) y lambda (A), en base a |la secuencia
de aminoacidos de su dominio constante.

Un anticuerpo "bloqueante” o un anticuerpo "antagonista" es uno que inhibe o reduce la actividad biolégica del antigeno
al que se une. En algunos modos de realizacidn, los anticuerpos blogueantes o anticuerpos antagonistas inhiben
sustancial o completamente la actividad biolégica del antigeno. Por ejemplo, los anticuerpos anti-PD-L1 de lainvencién
blogquean la sefializacién a través de PD-1 para restablecer una respuesta funcional de los linfocitos T (por ejemplo,
proliferacién, produccién de citocinas, destruccion de células diana) desde un estado disfuncional a la estimulacion
antigénica.

Un anticuerpo "agonista" o activador es uno que potencia o inicia la sefializacién por el antigeno al que se une. En
algunos modos de realizacion, los anticuerpos agonistas causan o activan la sefializacion sin la presencia del ligando
natural.

El término "prospecto del envase" se usa para referirse a las instrucciones incluidas habitualmente en los envases
comerciales de productos terapéuticos que contienen informacién sobre las indicaciones, uso, dosificacion,
administracién, politerapia, contraindicaciones y/o advertencias en relacién con el uso de dichos productos
terapéuticos.

"Sin reactividad cruzada sustancial" significa que una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) no reconoce 0 se une
especificamente a un antigeno diferente del antigeno diana real de la molécula (por ejemplo, un antigeno relacionado
estrechamente con el antigeno diana), en particular cuando se compara con ese antigeno diana. Por ejemplo, un
anticuerpo se puede unir en menos de aproximadamente un 10 % a menos de aproximadamente un 5 % a un antigeno
diferente del antigeno diana real, o se puede unir a dicho antigeno diferente del antigeno diana real en una cantidad
que consiste en menos de aproximadamente un 10 %, 9%, 8 % 7 %, 6 %, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5 %, 0,2% o
0,1 %, preferentemente menos de aproximadamente un 2%, 1% o 0,5 %, y lo méas preferentemente menos de
aproximadamente un 0,2 % 0 0,1 % de antigeno diferente del antigeno diana real.
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El "porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" con respecto a una secuencia polipeptidica de
referencia se define como el porcentaje de residuos de aminoacido en una secuencia candidata que son idénticos a
los residuos de aminoacido en la secuencia polipeptidica 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 sustituciéon conservadora como parte de la identidad de secuencia. Se puede lograr la alineacién para los
propésitos de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos de diversas formas 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 méaxima
alineacién sobre la longitud completa de las secuencias que se comparan. Sin embargo, para los propdsitos en el
presente documento, los valores de % de identidad de secuencia de aminoacidos se generan usando el programa
informatico de comparacion de secuencias ALIGN-2. El programa informatico de comparacion de secuencias ALIGN-
2 se cred por Genentech, Inc., y el cddigo fuente se ha presentado con la documentacién 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 codigo fuente. El programa ALIGN-2 se debe compilar para su
uso en un sistema operativo UNIX, incluyendo UNIX V4.0D digital. Todos los parametros de comparacién de
secuencias se establecen 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
alineacién de secuencias ALIGN-2 en esa alineacion del programa de Ay B, y donde Y es el numero total de residuos
de aminoécido de 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 establezca 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.

El término "formulacién farmacéutica" se refiere a una preparacion que esta en tal forma que permite que la actividad
biolégica de un ingrediente activo contenido en la misma sea eficaz, y que no contiene componentes adicionales que
sean inaceptablemente téxicos para un sujeto al que se le administraria la formulacion.

Un "vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un ingrediente en una formulacion farmacéutica, distinto de
un ingrediente activo, que no es toxico para un sujeto. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye, pero no se
limita a, un tampdn, excipiente, estabilizador o conservante.

El término "antagonista de la unién al eje de PD-1" es una molécula que inhibe la interaccién de un compafiero de
unién al eje de PD-1 con uno o mas de sus compafieros de union, para eliminar la disfuncién de los linfocitos T que
resulta de la seflalizacidn en el eje de sefalizacién de PD-1, siendo un resultado el restablecimiento o potenciacion de
la funcién de los linfocitos T (por ejemplo, proliferacién, produccion de citocinas, destruccién de células diana). Como
se usa en el presente documento, un antagonista de la union al eje de PD-1 incluye un antagonista de la unién a PD-
1, un antagonista de la unién a PD-L1 y un antagonista de la unién a PD-L2.

El término "antagonistas de la unién a PD-1" es una molécula que disminuye, bloguea, inhibe, anula o interfiere en la
transduccidn de sefiales resultante de la interaccién de PD-1 con uno o mas de sus compafieros de unién, tales como
PD-L1, PD-L2. En algunos modos de realizacion, el antagonista de la unién a PD-1 es una molécula que inhibe la
unién de PD-1 a sus compafieros de unidn. En un aspecto especifico, el antagonista de la unién a PD-1 inhibe la unién
de PD-1 a PD-L1 y/o PD-L2. Por ejemplo, los antagonistas de la unién a PD-1 incluyen anticuerpos anti-PD-1,
fragmentos de unién a antigeno de los mismos, inmunoadhesinas, proteinas de fusién, oligopéptidos y otras moléculas
que disminuyen, bloguean, inhiben, anulan o interfieren en la transduccion de sefiales resultante de la interaccion de
PD-1 con PD-L1 y/o PD-L2. En un modo de realizacion, un antagonista de la unién a PD-1 reduce la sefial
coestimuladora negativa mediada por o a través de proteinas de superficie celular expresadas en la sefializacion
mediada por linfocitos T a través de PD-1 para hacer que un linfocito T disfuncional sea menos disfuncional (por
ejemplo, potenciando las respuestas efectoras con respecto al reconocimiento antigénico). En algunos modos de
realizacién, el antagonista de la union a PD-1 es un anticuerpo anti-PD-1. En un aspecto especifico, un antagonista
de la unién a PD-1 es MDX-11086, descrito en el presente documento. En otro aspecto especifico, un antagonista de
la unién a PD-1 es Merck 3745, descrito en el presente documento. En otro aspecto especifico, un antagonista de la
unién a PD-1 es CT-011 descrito en el presente documento.
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El término "antagonistas de la union a PD-L1" es una molécula que disminuye, bloquea, inhibe, anula o interfiere en
la transduccion de sefales resultante de la interaccién de PD-L1 con uno 0 mas de sus compafieros de unién, tales
como PD-1, B7-1. En algunos modos de realizacidn, un antagonista de la unién a PD-L1 es una molécula que inhibe
la unién de PD-L1 a sus compafieros de union. En un aspecto especifico, el antagonista de la unién a PD-L1 inhibe la
unién de PD-L1 a PD-1 y/o B7-1. En algunos modos de realizacidn, los antagonistas de la uniéon a PD-L1 incluyen
anticuerpos anti-PD-L1, fragmentos de unién a antigeno de los mismos, inmunoadhesinas, proteinas de fusion,
oligopéptidos y otras moléculas que disminuyen, bloquean, inhiben, anulan o interfieren en la transduccidn de sefiales
resultante de la interaccion de PD-L1 con uno o mas de sus compafieros de unién, tales como PD-1, B7-1. En un
modo de realizacién, un antagonista de la uniéon a PD-L1 reduce la sefial coestimuladora negativa mediada por o a
través de proteinas de la superficie celular expresadas en la sefializacidon mediada por linfocitos T a través de PD-L 1
para hacer que un linfocito T disfuncional sea menos disfuncional (por ejemplo, potenciando las respuestas efectoras
con respecto al reconocimiento antigénico). En algunos modos de realizacién, un antagonista de la unién a PD-L1 es
un anticuerpo anti-PD-L 1. En un aspecto especifico, un anticuerpo anti-PD-L1 es YW243.55.570, descrito en el
presente documento. En otro aspecto especifico, un anticuerpo anti-PD-L1 es MDX-1105, descrito en el presente
documento. Todavia en otro aspecto especifico, un anticuerpo anti-PD-L1 es MPDL3280A, descrito en el presente
documento.

El término "antagonistas de la union a PD-L2" es una molécula que disminuye, bloquea, inhibe, anula o interfiere en
la transduccion de sefales resultante de la interaccién de PD-L2 con uno 0 mas de sus compafieros de unién, tales
como PD-1. En algunos modos de realizacién, un antagonista de la unién a PD-L2 es una molécula que inhibe la union
de PD-L2 a sus compafieros de unidén. En un aspecto especifico, el antagonista de la unién a PD-L2 inhibe la unién
de PD-L2 a PD-1. En algunos modos de realizacién, los antagonistas de PD-L2 incluyen anticuerpos anti-PD-L2,
fragmentos de unién a antigeno de los mismos, inmunoadhesinas, proteinas de fusién, oligopéptidos y otras moléculas
que disminuyen, bloguean, inhiben, anulan o interfieren en la transduccion de sefiales resultante de la interaccion de
PD-L2 con uno o mas de sus compafieros de unién, tal como PD-1. En un modo de realizacién, un antagonista de la
unién a PD-L2 reduce la sefial coestimuladora negativa mediada por o a través de proteinas de superficie celular
expresadas en la sefializacién mediada por linfocitos T a través de PD-L2 para hacer que un linfocito T disfuncional
sea menos disfuncional (por ejemplo, potenciando las respuestas efectoras con respecto al reconocimiento
antigénico). En algunos modos de realizacién, un antagonista de la unién a PD-L2 es una inmunoadhesina.

Un "oligopéptido PD-1", "oligopéptido PD-L1" u " oligopéptido PD-L2" es un oligopéptido que se une, preferentemente
de manera especifica, a un polipéptido coestimulador negativo de PD-1, PD-L1 o PD-L2, respectivamente, incluyendo
un receptor, ligando o componente de sefializacion, respectivamente, como se describe en el presente documento.
Dichos oligopéptidos se pueden sintetizar quimicamente usando una metodologia de sintesis de oligopéptidos
conocida o se pueden preparar y purificar usando tecnologia recombinante. Dichos oligopéptidos tienen normalmente
al menos aproximadamente 5 aminoacidos de longitud, de forma alternativa al menos aproximadamente 6, 7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42,43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,
73,74,75,76,77,78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o0 100 aminoacidos
de longitud o mas. Dichos oligopéptidos se pueden identificar usando técnicas bien conocidas. A este respecto, se
observa que las técnicas para cribar colecciones de oligopéptidos para seleccionar oligopéptidos que se puedan unir
especificamente a un polipéptido diana son bien conocidas en la técnica (véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU.
n.° 5.556.762, 5.750.373, 4.708.871, 4.833.092, 5.223.409, 5.403.484, 5.571.689, 5.663.143; las publicaciones PCT
n.° WO 84/03506 y WO 84/03564; Geysen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 81:3998-4002 (1984), Geysen et al,,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:178-182 (1985); Geysen et al., en Synthetic Peptides as Antigens, 130-149 (1986);
Geysen et al., J. Immunol. Meth., 102:259-274 (1987); Schoofs et al., J. Immunol., 140:611-616 (1988), Cwirla, S. E.
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6378 (1990); Lowman, H.B. et al., Biochemistry, 30:10832 (1991); Clackson, T.
et al., Nature, 352:624 (1991); Marks, J. D. et al., J. Mol. Biol., 222:581 (1991); Kang, A.S. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 88:8363 (1991) y Smith, G. P., Current Opin. Biotechnol., 2:668 (1991).

El término "anergia" se refiere al estado de falta de reactividad a la estimulacién antigénica resultante de sefiales
incompletas o insuficientes emitidas a través del receptor de linfocitos T (por ejemplo, incremento del Ca*2intracelular
en ausencia de activacion de Ras). La anergia de linfocitos T también puede ser el resultado de la estimulacién con
antigeno en ausencia de coestimulacién, lo que da como resultado que la célula se vuelva resistente a la activacion
posterior por el antigeno, incluso en el contexto de la coestimulacidén. El estado de falta de reactividad se puede
contrarrestar a menudo por la presencia de interleucina-2. Los linfocitos T anérgicos no experimentan expansion clonal
y/o no adquieren funciones efectoras.

El término "agotamiento” se refiere al agotamiento de los linfocitos T como un estado de disfuncidon de los linfocitos T
que surge de la sefializacion mantenida de TCR que se produce durante muchas infecciones crénicas y durante el
cancer. Se distingue de la anergia en que surge no de una sefializacion incompleta o insuficiente, sino de una
seflalizacidon mantenida. Se define por una funcidn efectora deficiente, expresion mantenida de receptores inhibidores
y un estado transcripcional distinto del de los linfocitos T efectores o de memoria funcionales. El agotamiento evita el
control éptimo de infecciones y tumores. El agotamiento puede ser el resultado de las vias reguladoras negativas
extrinsecas (por ejemplo, citocinas inmunorreguladoras), asi como de las vias reguladoras (coestimuladoras)
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negativas intrinsecas celulares (PD-1, B7-H3, B7-H4, etc.).

"Potenciar la funcidén de los linfocitos T" significa inducir, causar o estimular que un linfocito T tenga una funcién
biolégica mantenida o amplificada, o renovar o reactivar linfocitos T agotados o inactivos. Los ejemplos de potenciacion
de la funcién de los linfocitos T incluyen: secrecién incrementada de interferon y desde los linfocitos T CD8",
proliferacién incrementada, reactividad incrementada a antigenos (por ejemplo, eliminacién virica, patégena o tumoral)
en relacion con dichos niveles antes de la intervencién. En un modo de realizacién, el nivel de potenciacion es al
menos un 50 %, de forma alternativa un 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 120 %, 150 % o0 200 %. La manera de medir
esta potenciacidn es conocida por un experto en la técnica.

La "inmunidad tumoral" se refiere al proceso en el que los tumores evaden el reconocimiento y la eliminacion
inmunitarios. Por tanto, como concepto terapéutico, se "trata" la inmunidad tumoral cuando se atenta dicha evasiony
el sistema inmunitario reconoce y ataca a los tumores. Ejemplos de reconocimiento tumoral incluyen unién a tumor,
reduccién del volumen tumoral y eliminacién tumoral. [0046] "Inmunogenicidad" se refiere a la capacidad de una
sustancia particular de provocar una respuesta inmunitaria. Los tumores son inmunégenos y la potenciacion de la
inmunogenicidad tumoral ayuda en la eliminacion de las células tumorales por la respuesta inmunitaria. Los ejemplos
de potenciacion de la inmunogenicidad tumoral incluyen el tratamiento con anticuerpos anti-PDL y un inhibidor de ME.

"Respuesta mantenida" se refiere al efecto mantenido en la reduccién del crecimiento tumoral después de la
interrupcion de un tratamiento. Por ejemplo, el tamafio del tumor puede permanecer igual 0 mas pequefio en
comparacién con el tamafio al comienzo de |la fase de administracion. En algunos modos de realizacion, la respuesta
mantenida tiene una duracién al menos igual a la duracion del tratamiento, al menos 1,5, 2,0, 2,5 0 3,0 veces la
duracién del tratamiento.

El término "proteina de activacidn de fibroblastos (FAP)", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier
FAP natural de cualquier fuente de vertebrado, incluyendo mamiferos tales como primates (por ejemplo, humanos) y
roedores (por ejemplo, ratones y ratas), a menos que se indique de otro modo. El término engloba la FAP no procesada
"de longitud completa”, asi como cualquier forma de FAP que resulte del procesamiento en la célula. El término
también engloba variantes naturales de FAP, por ejemplo, variantes de empalme o variantes alélicas.
Preferentemente, un anticuerpo anti-FAP de la invencion se une al dominio extracelular de FAP. La secuencia de
aminoacidos de secuencias polipeptidicas de FAP ejemplares, incluyendo la secuencia de FAP humana, se divulga
en el documento WO 2012/020006.

Como se usa en el presente documento, "tratamiento” (y variaciones gramaticales del mismo tales como "tratar" o
"que trata") se refiere a la intervencién clinica en un intento de alterar la evolucion natural del individuo que se esta
tratando, y se puede realizar para profilaxis o bien durante la evolucién de la enfermedad clinica. Los efectos deseables
del tratamiento incluyen, pero no se limitan a, prevencién de la aparicién o recidiva de la enfermedad, alivio de los
sintomas, disminucién de cualquier consecuencia patologica directa o indirecta de la enfermedad, prevencion de
metastasis, disminucidn de la tasa de progresién de la enfermedad, mejora 0 atenuacidn del estado de la enfermedad
y remisién o mejora del pronéstico. En algunos modos de realizacion, se usan los anticuerpos de la invencién para
retrasar el desarrollo de una enfermedad o para ralentizar la progresion de una enfermedad.

El término cancer, como se usa en el presente documento, se refiere a enfermedades proliferativas, tales como el
cancer colorrectal, sarcoma, cancer de cabeza y cuello, carcinoma de células escamosas, cancer de mama, cancer
de pancreas, cancer gastrico, carcinoma de pulmoén no microcitico, carcinoma de pulmon microcitico y mesotelioma,
incluidas las versiones resistentes de cualquiera de los canceres anteriores, o una combinacién de uno 0 mas de los
canceres anteriores. En un modo de realizacion, el cancer es cancer colorrectal y, opcionalmente, el agente
quimioterapico es irinotecan. En modos de realizacion en los que el cancer es sarcoma, opcionalmente el sarcoma es
condrosarcoma, liomiosarcoma, tumores del estroma gastrointestinal, fibrosarcoma, osteosarcoma, liposarcoma o
histiocitoma fibroso maligno.

El término "regidén variable" o "dominio variable" se refiere al dominio de una cadena pesada o ligera de anticuerpo
que esta implicado en la union 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 unico dominio VH o VL
puede ser suficiente para conferir especificidad de unién a antigeno. Ademas, los anticuerpos que se unen a un
antigeno particular se pueden aislar usando un dominio VH o VL de un anticuerpo que se une al antigeno para cribar
una coleccién de dominios VL o VH complementarios, respectivamente. Véase, por ejemplo, Portolano et al., J.
Immunol. 150:880-887 (1993); Clarkson et al., Nature 352:624-628 (1991).

Como se usa en el presente documento, el término "molécula de union a antigeno" se refiere en su sentido mas amplio
a una molécula que se une especificamente a un determinante antigénico. Ejemplos de moléculas de unién a antigeno
son inmunoglobulinas y derivados, por ejemplo, fragmentos, de las mismas.

El término "sitio de unién a antigeno de un anticuerpo”, cuando se usa en el presente documento, se refiere a los
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residuos de aminoacido de un anticuerpo que son responsables de la unién a antigeno. La parte de un anticuerpo que
se une al antigeno contiene residuos de aminoacido de las "regiones determinantes de la complementariedad" o
"CDR". Regiones "estructurales" o "FR" son las regiones del dominio variable distintas de los residuos de la regién
hipervariable como se define en el presente documento. Por lo tanto, los dominios variables de las cadenas ligera y
pesada de un anticuerpo comprenden, desde el extremo N al extremo C, los dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3 vy FRA4. Especialmente, la CDR3 de la cadena pesada es la region que mas contribuye a la unién al antigeno y
define las propiedades del anticuerpo. Las regiones CDR y FR se determinan de acuerdo con la definicion 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".

La especificidad de los anticuerpos se refiere al reconocimiento selectivo del anticuerpo para un epitopo particular de
un antigeno. Los anticuerpos naturales, por ejemplo, son monoespecificos. Los "anticuerpos biespecificos" de acuerdo
con la invencidon son anticuerpos que tienen dos especificidades de unién a antigeno diferentes. Los anticuerpos de la
presente invencién son especificos para dos antigenos diferentes, es decir, DR5 como primer antigeno y FAP como
segundo antigeno.

El término anticuerpo "monoespecifico”, como se usa en el presente documento, indica un anticuerpo que tiene uno o
mas sitios de unidn, cada uno de los cuales se une al mismo epitopo del mismo antigeno.

El término "biespecifica” significa que la molécula de union a antigeno se puede unir especificamente a al menos dos
determinantes antigénicos distintos. Tipicamente, una molécula de unién a antigeno biespecifica comprende al menos
dos sitios de unién a antigeno, cada uno de los cuales es especifico para un determinante antigénico diferente. En
determinados modos de realizacién, la molécula de union a antigeno biespecifica se puede unir simultaneamente a
dos determinantes antigénicos, en particular dos determinantes antigénicos expresados en dos células distintas.

El anticuerpo proporcionado en el presente documento es un anticuerpo multiespecifico, por ejemplo, un anticuerpo
biespecifico. Los anticuerpos multiespecificos son anticuerpos monoclonales que tienen especificidades de unién por
al menos dos sitios diferentes. En el presente documento se proporciona un anticuerpo biespecifico, con
especificidades de union para FAP y DRS. En determinados modos de realizacién, los anticuerpos biespecificos se
pueden unir a dos epitopos diferentes de DR5. También se pueden usar anticuerpos biespecificos para localizar
agentes citotdxicos con respecto a las células que expresan DR5. Se pueden preparar anticuerpos biespecificos como
anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpo.

Las técnicas para preparar anticuerpos multiespecificos incluyen, pero no se limitan a, la coexpresién recombinante
de dos pares cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina que tengan diferentes especificidades (véase Milstein
y Cuello, Nature 305:537 (1983)), el documento WO 93/08829 y Traunecker et al., EMBO J. 10:3655 (1991)), y la
genomanipulacién por "botdn en ojal" (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 5.731.168). También se pueden
preparar anticuerpos multiespecificos genomanipulando los efectos de conduccidon electrostatica para preparar
moléculas heterodimeras en Fc de anticuerpo (documento WO 2009/089004); reticulando dos o mas anticuerpos o
fragmentos (véanse, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 4.676.980 y Brennan et al., Science, 229. 81 (1985)),
usando cremalleras de leucinas para producir anticuerpos biespecificos (véase, por ejemplo, Kostelny et al., J.
Immunol., 148(5). 1547-1553 (1992)); usando la tecnologia de "diacuerpos” para preparar fragmentos de anticuerpo
biespecifico (véase, por ejemplo, Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90.6444-6448 (1993)); y usando dimeros
en Fv monocatenarios (sFv) (véase, por ejemplo, Gruber et al., J. Immunol., 152:5368 (1994)); y preparando
anticuerpos triespecificos como se describe, por ejemplo, en Tutt et al. J. Immunol. 147:60 (1991).

En el presente documento también se incluyen anticuerpos genomanipulados con tres o mas sitios de unién a antigeno
funcionales, incluyendo los "anticuerpos pulpo" (véase, por ejemplo, el documento US 2006/0025576A1).

El anticuerpo o fragmento en el presente documento también incluye un"FAb de doble accién" o "DAF" que comprende
al menos un sitio de unién a antigeno que se une a FAP o a DR5, asi como a otro antigeno diferente (véase el
documento US 2008/0069820, por ejemplo).

El término "valente", como se usa en la presente solicitud, indica la presencia de un numero especifico de sitios de
unién en una molécula de anticuerpo. Como tales, los términos "bivalente", "tetravalente" y "hexavalente" indican la
presencia de dos sitios de union, cuatro sitios de unién y seis sitios de union, respectivamente, en una molécula de
anticuerpo. Los anticuerpos biespecificos de acuerdo con la invencion son al menos "bivalentes" y pueden ser
"trivalentes" o "multivalentes” (por ejemplo, "tetravalentes” o "hexavalentes").

Los anticuerpos de la presente invencion tienen dos o mas sitios de unién y son biespecificos. Es decir, los anticuerpos
pueden ser biespecificos incluso en casos donde haya mas de dos sitios de unidén (es decir, que el anticuerpo sea
trivalente o multivalente). Los anticuerpos biespecificos de la invencion incluyen, por ejemplo, anticuerpos
monocatenarios multivalentes, diacuerpos y triacuerpos, asi como anticuerpos que tienen la estructura de dominio
constante de anticuerpos de longitud completa a los que se unen otros sitios de union a antigeno (por ejemplo, Fv
monocatenario, un dominio VH y/o un dominio VL, Fab o (Fab)2) por medio de uno o mas conectores peptidicos. Los
anticuerpos pueden ser de longitud completa de una Unica especie, o0 estar quimerizados o humanizados.
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El término "vector", como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula de acido nucleico que puede
propagar otro acido nucleico al que se une. 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.
Determinados vectores pueden dirigir la expresion de los acidos nucleicos a los que se unen de forma funcional.
Dichos vectores se denominan en el presente documento "vectores de expresion”.

El término "aminoacido", como se usa en esta solicitud, indica el grupo de carboxi-a-aminoacidos naturales que
comprenden alanina (codigo de tres letras: ala, cddigo de una letra: A), arginina (arg, R), asparagina (asn, N), acido
aspartico (asp, D), cisteina (cys, C), glutamina (gln, Q), acido glutamico (glu, E), gdlicina (gly, G), histidina (his, H),
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).

Como se usan en el presente documento, las expresiones "célula", "linea celular" y "cultivo celular” se usan de manera
intercambiable y todas esas designaciones incluyen la descendencia. Portanto, las palabras "transfectantes" y "células
transfectadas” incluyen la célula en cuestién primaria y cultivos derivados de la misma independientemente del nimero
de transferencias. También se entiende que es posible que no toda la descendencia sea exactamente idéntica en
cuanto al contenido de ADN, debido a mutaciones deliberadas o accidentales. Se incluye la descendencia variante
que tiene la misma funcion o actividad biolégica a la cribada en la célula transformada originalmente.

"Afinidad" se refiere a la fuerza de la suma total de las interacciones no covalentes entre un unico sitio de unién de
una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) y su compafiero de unién (por ejemplo, un antigeno). A menos que se
indique de otro modo, como se usa en el presente documento, "afinidad de unién" se refiere a la afinidad de union
intrinseca que refleja una interaccién 1:1 entre los miembros de un par de unién (por ejemplo, anticuerpo y antigeno).
La afinidad de una molécula X por su compafiero Y se puede representar en general por la constante de disociacion
(Kd). Se puede medir la afinidad por procedimientos comunes conocidos en la técnica, incluyendo los descritos en el
presente documento. Los modos de realizacién ilustrativos y ejemplares especificos para medir la afinidad de unidn
se describen en lo que sigue.

Como se usa en el presente documento, el término "unién" o "unién especifica" se refiere a la unién del anticuerpo a
un epitopo del antigeno en un ensayo in vitro, preferentemente en un ensayo de resonancia de plasmon superficial
(RPS, BlAcore, GE-Healthcare Uppsala, Suecia). La afinidad de la union se define mediante los términos ka (constante
de velocidad para la asociacion del anticuerpo del complejo anticuerpo/antigeno), kD (constante de disociacién) y KD
(kD/ka). La unién o union especifica significa una afinidad de union (KD) de 108 mol/l o menos, preferentemente 10
"M a 10" mol/l.

La union del anticuerpo al receptor de muerte se puede investigar mediante un ensayo en BlAcore (GE-Healthcare
Uppsala, Suecia). La afinidad de la unién se define mediante los términos ka (constante de velocidad para la asociacion
del anticuerpo del complejo anticuerpo/antigeno), kD (constante de disociacion) y KD (kD/ka).

"Unién reducida"”, por ejemplo, unién reducida a un receptor de Fc, se refiere a una disminucién en la afinidad para la
interaccidn respectiva, como se mide, por ejemplo, por SPR. Para mayor claridad, el término incluye también la
reduccién de la afinidad hasta cero (o por debajo del limite de deteccién del procedimiento analitico), es decir, la
supresion completa de la interaccién. A la inversa, "unién incrementada" se refiere a un incremento en la afinidad de
unién para la interaccion respectiva.

"Activacién de linfocitos T" como se usa en el presente documento se refiere a una o mas respuestas celulares de un
linfocito T, en particular un linfocito T citotdxico, seleccionadas de: proliferacion, diferenciacién, secrecion de citocinas,
liberacion de moléculas efectoras citotéxicas, actividad citotoxica y expresion de marcadores de activacion. Las
moléculas de unidén a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencion pueden inducir la activacion
de linfocitos T. Los ensayos adecuados para medir la activacién de linfocitos T son conocidos en la técnica descrita
en el presente documento.

Un "antigeno de célula diana" como se usa en el presente documento se refiere a un determinante antigénico
presentado en la superficie de una célula diana, por ejemplo, una célula en un tumor tal como una célula cancerosa o
una célula del estroma tumoral. En particular, "antigeno de célula diana" se refiere al receptor de folato 1.

Como se usa en el presente documento, los términos "primero” y "segundo” con respecto a los restos de union a
antigeno, etc., se usan por conveniencia para distinguir cuando hay mas de uno de cada tipo de resto. El uso de estos
términos no pretende conferir una orientacién u orden especifico de la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T a menos que asi se establezca explicitamente.

El término "epitopo" incluye cualquier determinante polipeptidico que se puede unir de forma especifica a un
anticuerpo. En determinados modos de realizacion, los determinantes epitépicos incluyen agrupamientos de superficie
quimicamente activos de moléculas tales como aminoacidos, cadenas laterales glucidicas, fosforilo o sulfonilo y, en
determinados modos de realizacion, pueden tener caracteristicas estructurales tridimensionales especificas y/o
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caracteristicas de carga especificas. Un epitopo es una region de un antigeno que se une por un anticuerpo.

Como se usa en el presente documento, el término "determinante antigénico" es sinénimo de "antigeno" y "epitopo” y
se refiere a un sitio (por ejemplo, un tramo contiguo de aminoacidos o una configuracién conformacional constituida
por diferentes regiones de aminoacidos no contiguos) en una macromolécula polipeptidica a la que se une un resto
de unidén a antigeno, formando un complejo de resto de unidn a antigeno-antigeno. Se pueden encontrar determinantes
antigénicos utiles, por ejemplo, en las superficies de células tumorales, en las superficies de células infectadas por
virus, en las superficies de otras células afectadas, en la superficie de células inmunitarias, libres en suero sanguineo
y/o en la matriz extracelular (ECM). Las proteinas denominadas antigenos en el presente documento, por ejemplo,
FolR1 y CD3, pueden ser cualquier forma natural de las proteinas de cualquier fuente de vertebrado, incluyendo
mamiferos tales como primates (por ejemplo, humanos) y roedores (por ejemplo, ratones y ratas), a menos que se
indique de otro modo. En un modo de realizacién particular, el antigeno es una proteina humana. Cuando se hace
referencia a una proteina especifica en el presente documento, el término engloba la proteina no procesada "de
longitud completa”, asi como cualquier forma de la proteina que resulte del procesamiento en la célula. El término
también engloba variantes naturales de la proteina, por ejemplo, variantes de empalme o variantes alélicas. Las
proteinas humanas ejemplares Utiles como antigenos incluyen, pero no se limitan a. FolR1 (receptor de folato alfa
(FRA); proteina de union a folato (FBP); FolR1 humano UniProt n.% P15328; FolR1 murino UniProt n.% P35846; FolR1
de macaco cangrejero UniProt n.% G7PR14) y CD3, en particular la subunidad épsilon de CD3 (véase UniProt n.°
P0O7766 (version 130), NCBI RefSeq n.° NP_000724.1, SEQ ID NO: 150 para la secuencia humana; o UniProt n.°
QO5LIS (versidn 49), NCBI GenBank n.° BAB71849.1, para la secuencia de macaco cangrejero [Macaca fascicularis]).
La molécula de unidon a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la invencion se une a un epitopo de CD3 o
un antigeno de célula diana que se conserva entre el CD3 o el antigeno diana de diferentes especies. En determinados
modos de realizacion, la molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la invencion se une a
CD3 y FolR1, pero no se une a FolR2 (receptor de folato beta FRB; o FolR2 humano UniProt n.%. P14207) o FolR3
(receptor de folato gamma; FoIR3 humano UniProt n.%; P41439).

Como se usa en el presente documento, se considera que los términos "genomanipular, genomanipulado,
genomanipulacién”, en particular con el prefijo "gluco-", asi como el término "genomanipulacién de la glucosilacién”
incluyen cualquier manipulacion del patron de glucosilacién de un polipéptido natural o recombinante o fragmento del
mismo. La genomanipulacion de la glucosilacién incluye la genomanipulacién metabdlica de la maquinaria de
glucosilacién de una célula, incluyendo las manipulaciones genéticas de las vias de sintesis de oligosacaridos para
lograr una alteracion de la glucosilacién de las glucoproteinas expresadas en las células. Ademas, la
genomanipulacién de la glucosilacién incluye los efectos de las mutaciones y del medio celular sobre la glucosilacion.
En un modo de realizacion, la genomanipulacion de la glucosilacion es una alteracién en la actividad de
glucosiltransferasa. En un modo de realizacién particular, la genomanipulacion da como resultado una actividad
glucosaminiltransferasa y/o actividad fucosiltransferasa alteradas.

Il. COMPOSICIONES Y PROCEDIMIENTOS

En un aspecto, la invencion se basa en el uso de una combinacion terapéutica de una molécula de unidén a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T, por ejemplo, una molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T que comprende un primer sitio de unidn a antigeno especifico para el receptor de folato 1 (FolR1) y un
segundo sitio de unién a antigeno especifico para CD3, y un antagonista de la unién al eje de PD-1, por ejemplo, para
el tratamiento del cancer. En algunos modos de realizacion, la combinacion terapéutica incluye ademas un antagonista
de TIM3.

A. Politerapia de una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T y un antagonista de
la unién al eje de PD-1

En términos generales, la presente invencion se refiere a moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de
linfocitos T y a su uso en combinacion con antagonistas de la unién al eje de PD-1. La ventaja de la politerapia con
respecto a la monoterapia es que las moléculas de unidén a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T usadas
en la presente invencién permiten el redireccionamientoy la activacion de los linfocitos T hacia la célula diana, mientras
que el antagonista de la union al eje de PD-1 potencia la funcién de los linfocitos T al reducir el agotamiento de linfocitos
T.

En un aspecto, en el presente documento se proporciona un procedimiento para tratar o retrasar la progresion del
cancer en un individuo, que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de moléculas de unién a antigeno
biespecificas activadoras de linfocitos T, por ejemplo, una TCB anti-FolR1 y un antagonista de la union al eje de PD-1.
En algunos modos de realizacién, el tratamiento da como resultado una respuesta mantenida en el individuo después
de la interrupcién del tratamiento. Los procedimientos de la presente invencion pueden encontrar uso en el tratamiento
de afecciones en las que se desea una inmunogenicidad potenciada, tal como incrementando la inmunogenicidad
tumoral para el tratamiento del cancer. Se pueden tratar una variedad de canceres, 0 se puede retrasar su progresion,
incluyendo, pero sin limitarse a, un cancer que puede contener una mutacién V600E de BRAF, un cancer que puede
contener un BRAF natural, un cancer que puede contener un KRAS natural o un céancer que puede contener una
mutacidn activadora de KRAS.
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En algunos modos de realizacion, el individuo tiene cancer de endometrio. El cancer de endometrio puede estar en
fase precoz o en fase tardia. En algunos modos de realizacion, el individuo tiene melanoma. El melanoma puede estar
en fase precoz o en fase tardia. En algunos modos de realizacion, el individuo tiene cancer colorrectal. El cancer
colorrectal puede estar en fase precoz o en fase tardia. En algunos modos de realizacion, el individuo tiene cancer de
pulmon, por ejemplo, carcinoma de pulmon no microcitico. El carcinoma de pulmodn no microcitico puede estar en fase
precoz o en fase tardia. En algunos modos de realizacién, el individuo tiene cancer de pancreas. El cancer de pancreas
puede estar en fase precoz o en fase tardia. En algunos modos de realizacion, el individuo tiene una neoplasia
hematica. La neoplasia hematica puede estar en fase precoz o en fase tardia. En algunos modos de realizacion, el
individuo tiene cancer de ovario. El cancer de ovario puede estar en fase precoz o en fase tardia. En algunos modos
de realizacion, el individuo tiene cancer de mama. El cancer de mama puede estar en fase precoz o en fase tardia. En
algunos modos de realizacidn, el individuo tiene carcinoma de células renales. El carcinoma de células renales puede
estar en fase precoz o en fase tardia.

En algunos modos de realizacién, el individuo es un mamifero, tal como animales domesticados (por ejemplo, vacas,
ovejas, gatos, perros y caballos), primates (por ejemplo, humanos y primates no humanos tales como monos), conejos
y roedores (por ejemplo, ratones y ratas). En algunos modos de realizacién, el individuo tratado es un humano.

En otro aspecto, en el presente documento se proporciona un procedimiento de potenciacion de la funcién inmunitaria
de unindividuo que tiene cancer, que comprende administrar una cantidad eficaz de moléculas de unién a antigeno
biespecificas activadoras de linfocitos T, especificamente una TCB anti-FolR1, y un antagonista de la unién al eje de
PD-1.

En algunos modos de realizacién, los linfocitos T en el individuo tienen una activacion, proliferacion y/o funcion efectora
potenciadas con respecto a antes de la administracién de las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras
de linfocitos T y el antagonista de la via de PD-1. En algunos modos de realizacién, la funcién efectora de los linfocitos
T es la secrecién de al menos uno de IL-2, IFN-y y TNF-a. En un modo de realizacion, la administracion de una TCB
anti-FolR1 y un anticuerpo anti-PDL1 da como resultado una secrecidn incrementada de linfocitos T de IL-2, IFN-y y
TNF-a. En algunos modos de realizacién, el linfocito T es un linfocito T CD8*. En algunos modos de realizacion, la
sensibilizacidn de linfocitos T se caracteriza por una expresion elevada de CD44 y/o una actividad citolitica potenciada
en linfocitos T CD8. En algunos modos de realizacion, la activacion de linfocitos T CD8 se caracteriza por una
frecuencia elevada de linfocitos T CD8 y-IFTAT. En algunos modos de realizacién, el linfocito T CD8 es un linfocito T
especifico de antigeno. En algunos modos de realizacién se inhibe la inmunoevasion mediante sefializacidon a través
de la expresién superficial de PD-L1. En algunos modos de realizacién, el cancer tiene niveles elevados de infiltracion
de linfocitos T.

En algunos modos de realizacion, la politerapia de la invencion comprende la administracion de una TCB anti-FolR1
y de un antagonista de la unidon al eje de PD-1. La TCB anti-FolR1 y un antagonista de la unién al eje de PD-1 se
pueden administrar de cualquier manera adecuada conocida en la técnica. Por ejemplo, la TCB anti-FolR1 y un
antagonista de la unién al eje de PD-1 se pueden administrar secuencialmente (en diferentes momentos) o
concurrentemente (al mismo tiempo). En algunos modos de realizacion, la TCB anti-FolR1 se administra de forma
continua. En algunos modos de realizacién, la TCB anti-FolR1 se administra de forma intermitente. En algunos modos
de realizacién, la TCB anti-FolR1 se administra antes de la administracion del antagonista de la union al eje de PD-1.
En algunos modos de realizacién, la TCB anti-FolR1 se administra simultaneamente a la administracion del
antagonista de la unién al eje de PD-1. En algunos modos de realizacion, la TCB anti-FolR1 se administra después de
la administracion del antagonista de la unién al eje de PD-1.

En algunos modos de realizacién se proporciona un procedimiento para tratar o retrasar la progresién del cancer en
un individuo, que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de moléculas de union a antigeno
biespecificas activadoras de linfocitos, por ejemplo, una TCB anti-FolR1 y un antagonista de la unién al eje de PD-1,
que comprende ademas administrar un tratamiento adicional. Especificamente, se contempla un modo de realizacion
en el que el tratamiento adicional comprende un antagonista de TIM-3. En consecuencia, en un aspecto, en el presente
documento se proporciona un procedimiento para tratar o retrasar la progresién del cancer en un individuo, que
comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras
de linfocitos T, especificamente una TCB anti-FolR1, un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un antagonista de
TIM-3. Se puede usar cualquier antagonista de TIM3, por ejemplo, los descritos en el presente documento. El
tratamiento adicional también puede ser radioterapia, cirugia (por ejemplo, tumorectomia y una mastectomia),
quimioterapia, genoterapia, tratamiento de ADN, tratamiento antivirico, tratamiento de A N, inmunoterapia, trasplante
de médula ésea, nanoterapia, tratamiento con anticuerpos monoclonales o una combinacién de lo anterior. El
tratamiento adicional puede ser en forma de tratamiento prequirirgico o posquirlrgico. En algunos modos de
realizacién, el tratamiento adicional es la administracién de un inhibidor enzimatico micromolecular o agente
antimetastatico. En algunos modos de realizacion, el tratamiento adicional es la administracion de agentes limitantes
de efectos secundarios (por ejemplo, agentes destinados a disminuir la aparicién y/o la gravedad de los efectos
secundarios del tratamiento, tales como agentes antieméticos, etc.). En algunos modos de realizacién, el tratamiento
adicional es radioterapia. En algunos modos de realizacion, el tratamiento adicional es cirugia. En algunos modos de
realizacién, el tratamiento adicional es una combinacién de radioterapia y cirugia. En algunos modos de realizacion,
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el tratamiento adicional es irradiacion gamma. En algunos modos de realizacion, el tratamiento adicional es un
tratamiento dirigido a la via de PI3K/A T/mTOR, inhibidor de HSP90, inhibidor de tubulina, inhibidor de apoptosis y/o
agente quimioprofilactico. El tratamiento adicional puede ser uno 0 mas de los agentes quimioterapicos descritos
anteriormente en el presente documento.

Las moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T, por ejemplo, una TCB anti-FolR1, y el
antagonista de la unién al eje de PD-1 se pueden administrar mediante la misma via de administracién o mediante
diferentes vias de administracién. En algunos modos de realizacion, las moléculas de union a antigeno biespecificas
activadoras de linfocitos T, por ejemplo, una TCB anti-FolR1, se administran por via intravenosa, via intramuscular,
via subcutanea, via tépica, via oral, via transdérmica, via intraperitoneal, via intraorbitaria, por implantacién, por
inhalacién, via intratecal, via intraventricular o via intranasal. En algunos modos de realizacion, el antagonista de la
unién al eje de PD-1 se administra por via intravenosa, via intramuscular, via subcutanea, via tépica, via oral, via
transdérmica, via intraperitoneal, via intraorbitaria, por implantacion, por inhalacién, via intratecal, via intraventricular
0 via intranasal. Se puede administrar una cantidad eficaz de las moléculas de union a antigeno biespecificas
activadoras de linfocitos T y del antagonista de la union al eje de PD-1 para la prevencién o el tratamiento de la
enfermedad. La dosificaciéon apropiada de las moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T
y/o el antagonista de la unién al eje de PD-1 se puede determinar en base al tipo de enfermedad que se va a tratar, el
tipo de moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T y de antagonista de la unién al eje de
PD-1, la gravedad y la evolucién de la enfermedad, el estado clinico del individuo, la anamnesis del individuo y la
respuesta al tratamiento, y el criterio del médico especialista.

En los procedimientos se puede usar cualquiera de las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de
linfocitos T, los antagonistas de la union al eje de PD-1 y los antagonistas de TIM3 conocidos en la técnica o descritos
a continuacion.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende moléculas de union
a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T como se describen en el presente documento, un antagonista de
la unién al eje de PD-1 como se describe en el presente documento y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En
algunos modos de realizacion, la composicion farmacéutica comprende ademas un antagonista de TIM3.

En otro aspecto, la invencion proporciona un kit que comprende una molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T especifica para el receptor de folato 1 (FoIR1) y para CD3, y un prospecto del envase que
comprende instrucciones para usar la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T con un
antagonista de la unién al eje de PD-1 para tratar o retrasar la progresién del cancer en un individuo. En algunos
modos de realizacidn, el kit comprende ademas instrucciones para usar la molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T con un antagonista de TIM3. En otro aspecto, la invencién proporciona un kit que comprende
una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T especifica para el receptor de folato 1 (FolR1)
y para CD3 y un antagonista de la unidn al eje de PD-1, y un prospecto del envase que comprende instrucciones para
usar la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T y el antagonista de la unién al eje de PD-
1 para tratar o retrasar la progresién del cancer en un individuo. En un modo de realizacion, el kit comprende ademas
un antagonista de TIM3. En uno de los modos de realizacion, el antagonista de la union al eje de PD-1 es un anticuerpo
anti-PD-1 o un anticuerpo anti-PDL1. En un modo de realizacidn, el antagonista de la union al eje de PD-1 es una
inmunoadhesina anti-PD-1.

En otro aspecto, la invencidn proporciona un kit que comprende:
(i) un primer recipiente que comprende una composicién que comprende una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T especifica para el receptor de folato 1 (FolR1) y para CD3 como se describe en

el presente documento; y

(ii) un segundo recipiente que comprende una composicién que comprende un antagonista de la union al eje de PD-
1

En otro aspecto, la invencidn proporciona un kit que comprende:

(i) un primer recipiente que comprende una composicién que comprende una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T especifica para el receptor de folato 1 (FolR1) y para CD3 como se describe en
el presente documento;

(ii) un segundo recipiente que comprende una composicién que comprende un antagonista de la union al eje de PD-
1y

(iii) un tercer recipiente que comprende una composiciéon que comprende un antagonista de TIM3.
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B. Molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T ejemplar para su uso en la invencién

La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la invencidén es biespecifica, es decir,
comprende al menos dos restos de union a antigeno que se pueden unir de forma especifica a dos determinantes
antigénicos distintos, es decir a CD3 y a FolR1. De acuerdo con la invencion, los restos de union a antigeno son
moléculas Fab (es decir, dominios de unién a antigeno compuestos por una cadena pesada y una ligera,
comprendiendo cada una una region variable y una constante). En un modo de realizacion, dichas moléculas Fab son
humanas. En otro modo de realizacion, dichas moléculas Fab son humanizadas. Aln en otro modo de realizacion,
dichas moléculas Fab comprenden regiones constantes de la cadena pesada y ligera humanas.

La molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la invencion se puede unir simultaneamente
al antigeno de la célula diana FolR1 y CD3. En un modo de realizacidn, la molécula de unidén a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T puede entrecruzar un linfocito T y una célula diana que expresa FolR1 mediante unién
simultanea al antigeno de la célula diana FolR1 y a CD3. En un modo de realizacién incluso mas particular, dicha
unién simultanea da como resultado la lisis de la célula diana que expresa FolR1, en particular una célula tumoral que
expresa FolR1. En un modo de realizacion, dicha unién simultanea da como resultado la activacion del linfocito T. En
otros modos de realizacion, dicha union simultanea da como resultado una respuesta celular de un linfocito T, en
particular un linfocito T citotéxico, seleccionada del grupo de: proliferacién, diferenciacién, secrecién de citocinas,
liberacidon de moléculas efectoras citotdxicas, actividad citotéxica y expresion de marcadores de activacion. En un
modo de realizacidn, la unién de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T a CD3 sin
unién simultanea al antigeno de la célula diana FolR1 no da como resultado la activacion del linfocito T.

En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T puede redireccionar
la actividad citotdxica de un linfocito T hacia una célula diana que expresa FolR1. En un modo de realizacién particular,
dicho redireccionamiento es independiente de la presentacién de antigenos peptidicos mediada por MHC por la célula
diana y/o la especificidad del linfocito T.

En particular, un linfocito T de acuerdo con algunos de los modos de realizacion de la invenciéon es un linfocito T
citotoxico. En algunos modos de realizacion, el linfocito T es un linfocito T CD4* o CD8*, en particular un linfocito T
CD8".

La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la invencion comprende al menos un resto
de unién a antigeno que se puede unir a CD3 (también denominado en el presente documento "resto de union al
antigeno CD3" o "primer resto de unién a antigeno"). En un modo de realizacion particular, la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende no mas de un resto de unién a antigeno que se puede unir
de forma especifica a CD3. En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T proporciona unién monovalente a CD3. En un modo de realizacidn particular, el CD3 es CD3 humano o
CD3 de macaco cangrejero, lo mas en particular CD3 humano. En un modo de realizacion particular, el resto de union
al antigeno CD3 reacciona de forma cruzada con (es decir, se une especificamente a) CD3 humano y de macaco
cangrejero. En algunos modos de realizacion, el primer resto de unidén a antigeno se puede unir de forma especifica a
la subunidad épsilon de CD3 (véase UniProt n.° PO7766 (version 130), NCBI RefSeq n.° NP_000724.1, SEQ ID NO:
150 para la secuencia humana; UniProt n.° Q95LI5 (version 49), NCBI GenBank n.° BAB71849.1, para la secuencia
de macaco cangrejero [Macaca fascicularis]).

En algunos modos de realizacion, el resto de unién al antigeno CD3 comprende al menos una regién determinante de
la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 37, SEQ ID
NO: 38 y SEQ ID NO: 39 y al menos una CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 32, SEQ ID
NO: 33, SEQ ID NO: 34.

En un modo de realizacién, el resto de union al antigeno CD3 comprende la CDR1 de la cadena pesada de SEQ ID
NO: 37, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 38, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 39, la CDR1
de la cadena ligera de SEQ ID NO: 32, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 33 y la CDR3 de la cadena ligera
de SEQ ID NO: 34.

En un modo de realizacién, el resto de unién al antigeno CD3 comprende una cadena pesada variable que comprende
una secuencia de aminoéacidos de: SEQ ID NO: 36 y una cadena ligera variable que comprende una secuencia de
aminoécidos de: SEQ ID NO: 31.

En un modo de realizacion, el resto de unién al antigeno CD3 comprende una secuencia de la regidn variable de la
cadena pesada que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntica a SEQ ID NO:
36 y una secuencia de la region variable de la cadena ligera que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o0 100 % idéntica a SEQ ID NO: 31.

La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la invencion comprende al menos un resto
de unién a antigeno que se puede unir al antigeno de la célula diana FolR1 (también denominado en el presente
documento "resto de unién a FolR1" 0 "segundo” o "tercer” resto de unidén a antigeno). En un modo de realizacion, el
resto de unién a antigeno que se puede unir al antigeno de la célula diana FolR1 no se une a FolR2 o FolR3. En un
modo de realizacién particular, el resto de union a antigeno FolR1 reacciona de forma cruzada con (es decir, se une
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especificamente a) FolR1 humano y de macaco cangrejero. En determinados modos de realizacion, la molécula de
unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende dos restos de unién a antigeno que se pueden unir
al antigeno de célula diana FolR1. En un modo de realizacion particular de este tipo, cada uno de estos restos de
unién a antigeno se une especificamente al mismo determinante antigénico. En un modo de realizaciéon alun mas
particular, todos estos restos de union a antigeno son idénticos. En un modo de realizacion, la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende no mas de dos restos de unién a antigeno que se pueden
unir a FolR1.

El resto de unién a FolR1 es en general una molécula Fab que se une especificamente a FolR1 y puede dirigir la
molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T a la que esta unida a un sitio diana, por ejemplo,
a un tipo especifico de célula tumoral que expresa FolR1.

En un aspecto, la presente invencion proporciona una molécula de uniéon a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T que comprende

(i) un primer resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica a CD3, y que
comprende al menos una regidén determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 39 y al menos una CDR de la cadena ligera
seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34; y

(ii) un segundo resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica al receptor
de folato 1 (FoIR1).

En un modo de realizacion, el primer resto de unidén a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma
especifica a CD3 comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 36 y una cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31.

En un modo de realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T adicionalmente
comprende

(i) un tercer resto de unidén a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica a FolR1.

En un modo de realizacidon de este tipo, el segundo y tercer resto de unidén a antigeno que se pueden unir de forma
especifica a FolR1 comprenden secuencias idénticas de region determinante de la complementariedad (CDR) de la
cadena pesaday CDR de la cadena ligera. En un modo de realizacion de este tipo, el tercer resto de unién a antigeno
es idéntico al segundo resto de uniéon a antigeno.

En un modo de realizacidn, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de cualquiera de
los modos de realizacién anteriores comprende adicionalmente un dominio Fc compuesto de una primera y una
segunda subunidad que se pueden asociar de manera estable.

En un modo de realizacion, el primer resto de unién a antigeno y el segundo resto de unién a antigeno se fusionan
cada uno en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la primera o la segunda subunidad del dominio
Fe.

En un modo de realizacién, el tercer resto de union a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de
Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab del primer resto de unién a antigeno, opcionalmente por medio de un
conector peptidico.

En otro modo de realizacion particular, no mas de un resto de union a antigeno que se puede unir de forma especifica
a CD3 esta presente en la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T (es decir, la molécula
de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T proporciona unién monovalente a CD3).

Molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T con una cadena ligera comun

Los autores de la presente invencidén generaron un anticuerpo biespecifico en el que los restos de unién comparten
una cadena ligera comun que conserva la especificidad y eficacia del anticuerpo monoespecifico original para CD3 y
se puede unir a un segundo antigeno (por ejemplo, FolR1) usando la misma cadena ligera. La generacién de una
molécula biespecifica con una cadena ligera comun que conserva las propiedades de unién del anticuerpo original no
es sencilla, ya que las CDR comunes de la cadena ligera hibrida tienen que lograr la especificidad de unién para
ambas dianas. En un aspecto, la presente invencién proporciona una molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende un primer y un segundo resto de unién a antigeno, uno de los cuales es una
molécula Fab que se puede unir de forma especifica a CD3 y el otro de los cuales es una molécula Fab que se puede
unir de forma especifica a FolR1, en la que la primera y la segunda molécula Fab tienen cadenas ligeras VLCL
idénticas. En un modo de realizacién, dicha cadena ligera (VLCL) idéntica comprende las CDR de la cadena ligera de
SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33y SEQ ID NO: 34. En un modo de realizacién, dicha cadena ligera (VLCL) idéntica
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comprende SEQ ID NO: 35.

En un modo de realizacién, la presente invencién proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende

(i) un primer resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica a CD3, y que
comprende al menos una regidén determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 39 y al menos una CDR de la cadena ligera
seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34,

(ii) un segundo resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica al receptor
de folato 1 (FolR1), y que comprende al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena
pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 18 y al menos una
CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34.

En un modo de realizacidén de este tipo, el resto de unién al antigeno CD3 comprende la CDR1 de |la cadena pesada
de SEQ ID NO: 37, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 38, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO:
39, la CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 32, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 33y la CDR3 de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 34 y el resto de unidn al antigeno FolR1 comprende la CDR1 de la cadena pesada de
SEQ ID NO: 16, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 17, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 18,
la CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 32, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 33 y CDR3 de la cadena
ligera de SEQ ID NO: 34.

En un modo de realizacién, la presente invencién proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende

(i) un primer resto de unidén a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica a CD3 que
comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36 y una
cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31.

(ii) un segundo resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica al receptor
de folato 1 (FolR1) que comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 15 y una cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31.

En otro modo de realizacion, el resto de unién a antigeno que es especifico para FolR1 comprende una secuencia de
la regién variable de la cadena pesada que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 %
idéntica a SEQ ID NO: 15y una secuencia de la regién variable de la cadena ligera que es al menos aproximadamente
un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a SEQ ID NO: 31, o variantes de las mismas que conservan la
funcionalidad.

En un modo de realizaciéon, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende una
secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a SEQ
ID NO: 36, una secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 100 %
idéntica a SEQ ID NO: 15 y una secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o0 100 % idéntica a SEQ ID NO: 31.

En un modo de realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T adicionalmente
comprende

(i) un tercer resto de unidén a antigeno (que es una molécula Fab) que se puede unir de forma especifica a FolR1.

En un modo de realizacidon de este tipo, el segundo y tercer resto de unidén a antigeno que se pueden unir de forma
especifica a FolR1 comprenden secuencias idénticas de region determinante de la complementariedad (CDR) de la
cadena pesaday CDR de la cadena ligera. En un modo de realizacion de este tipo, el tercer resto de union a antigeno
es idéntico al segundo resto de uniéon a antigeno.

Por tanto, en un modo de realizacion, la presente invencidn proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende

(i) un primer resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica a CD3, y que
comprende al menos una regidén determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 39 y al menos una CDR de la cadena ligera
seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34,

(ii) un segundo resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica al receptor
de folato 1 (FolR1), y que comprende al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena
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pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 18 y al menos una
CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34.

(i) un tercer resto de unidén a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica al receptor de
folato 1 (FolR1), y que comprende al menos una regidn determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena
pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 18 y al menos una
CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34.

En un modo de realizacidén de este tipo, el resto de unién al antigeno CD3 comprende la CDR1 de la cadena pesada
de SEQ ID NO: 37, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 38, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO:
39, la CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 32, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 33y la CDR3 de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 34 y el resto de unidn al antigeno FolR1 comprende la CDR1 de la cadena pesada de
SEQ ID NO: 16, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 17, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 18,
la CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 32, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 33 y CDR3 de la cadena
ligera de SEQ ID NO: 34.

En un modo de realizacién, la presente invencién proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende

(i) un primer resto de unidén a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica a CD3 que
comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36 y una
cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31.

(ii) un segundo resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica al receptor
de folato 1 (FolR1) que comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 15 y una cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31.

(i) un tercer resto de unidén a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica al receptor de
folato 1 (FolR1) que comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 15y una cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31.

En un modo de realizacién, la presente invencién proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende

(i) un primer resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica a CD3, y que
comprende al menos una regidén determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 39 y al menos una CDR de la cadena ligera
seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34,

(ii) un segundo resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica al receptor
de folato 1 (FolR1), y que comprende al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena
pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 402 y SEQ ID NO: 400 y al menos una
CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34.

En un modo de realizacidén de este tipo, el resto de unién al antigeno CD3 comprende la CDR1 de |la cadena pesada
de SEQ ID NO: 37, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 38, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO:
39, la CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 32, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 33y la CDR3 de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 34 y el resto de unidn al antigeno FolR1 comprende la CDR1 de la cadena pesada de
SEQ ID NO: 16, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 402, la CDRS3 de la cadena pesada de SEQ ID NO:
400, la CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 32, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 33y la CDR3 de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 34.

En un modo de realizacién, la presente invencién proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende

(i) un primer resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica a CD3, que
comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36 y una
cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31.

(ii) un segundo resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica al receptor
de folato 1 (FolR1), que comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 401 y una cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31.

En otro modo de realizacion, el resto de unién a antigeno que es especifico para FolR1 comprende una secuencia de

la regién variable de la cadena pesada que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 %
idénticaa SEQ ID NO: 401 y una secuencia de la region variable de la cadena ligera que es al menos aproximadamente
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un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a SEQ ID NO: 31, o variantes de las mismas que conservan la
funcionalidad.

En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende una
secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a SEQ
ID NO: 36, una secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 %
idéntica a SEQ ID NO: 401 y una secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o 100 % idéntica a SEQ ID NO: 31.

En un modo de realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T adicionalmente
comprende

(iif) un tercer resto de unidon a antigeno (que es una molécula Fab) que se puede unir de forma especifica a FolR1.

En un modo de realizacidon de este tipo, el segundo y tercer resto de unidén a antigeno que se pueden unir de forma
especifica a FolR1 comprenden secuencias idénticas de region determinante de la complementariedad (CDR) de la
cadena pesaday CDR de la cadena ligera. En un modo de realizacion de este tipo, el tercer resto de unién a antigeno
es idéntico al segundo resto de uniéon a antigeno.

Por tanto, en un modo de realizacion, la presente invencidn proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende

(i) un primer resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica a CD3, y que
comprende al menos una regidn determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 39 y al menos una CDR de la cadena ligera
seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34,

(ii) un segundo resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica al receptor
de folato 1 (FolR1), y que comprende al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena
pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 402 y SEQ ID NO: 400 y al menos una
CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34.

(iif) un tercer resto de unidén a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica al receptor de
folato 1 (FolR1), y que comprende al menos una regidn determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena
pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 402 y SEQ ID NO: 400 y al menos una
CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34.

En un modo de realizacidén de este tipo, el resto de unién al antigeno CD3 comprende la CDR1 de la cadena pesada
de SEQ ID NO: 37, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 38, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO:
39, la CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 32, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 33 y la CDR3 de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 34 y el resto de unidn al antigeno FolR1 comprende la CDR1 de la cadena pesada de
SEQ ID NO: 16, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 402, la CDRS3 de la cadena pesada de SEQ ID NO:
400, la CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 32, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 33y la CDR3 de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 34.

En un modo de realizacién, la presente invencién proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende

(i) un primer resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica a CD3, que
comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36 y una
cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31.

(ii) un segundo resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica al receptor
de folato 1 (FolR1), que comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 401 y una cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31.

(i) un tercer resto de unidén a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica al receptor de
folato 1 (FolR1), que comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 401 y una cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31.

Por tanto, en un modo de realizacién, la invencion se refiere a moléculas biespecificas en las que al menos dos restos
de union tienen cadenas ligeras idénticas y cadenas pesadas remodeladas correspondientes que confieren la unién
especifica al antigeno activador de linfocitos CD3 y al antigeno de célula diana FolR1, respectivamente. El uso de este
llamado principio de "cadena ligera comun", es decir, la combinacién de dos moléculas de union que comparten una
cadena ligera, pero que todavia tienen especificidades independientes, evita el emparejamiento errébneo de las
cadenas ligeras. Por tanto, existen menos productos secundarios durante la produccién, lo que facilita la preparacion
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homogénea de moléculas de unidn a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T.

Los componentes de la molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se pueden fusionar entre
si en una variedad de configuraciones. Configuraciones ejemplares se muestran en las figuras 1A-l y se describen con
mas detalle a continuacion.

En algunos modos de realizacién, dicha molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
comprende ademas un dominio Fc compuesto de una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de
manera estable. A continuacion, se describen modos de realizacion ejemplares de la molécula de unidén a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T que comprende un dominio Fc.

Molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T con un fragmento Fab de
entrecruzamiento

Los autores de la presente invencién generaron un segundo formato de anticuerpo biespecifico en el que uno de los
restos de unién es un fragmento Fab de entrecruzamiento. En un aspecto de la invencién se proporciona un anticuerpo
biespecifico monovalente, en el que uno de los fragmentos Fab de una molécula de 1gG se reemplaza por un fragmento
Fab de entrecruzamiento. Los fragmentos Fab de entrecruzamiento son fragmentos Fab en los que se intercambian
las regiones variables o bien las regiones constantes de la cadena pesada y ligera. Se han descrito formatos de
anticuerpos biespecificos que comprenden fragmentos Fab de entrecruzamiento, por ejemplo, en los documentos
WO02009080252, WO2009080253, WO2009080251, WO2009080254, WO2010/136172, WO2010/145792 vy
W0O2013/026831. En un modo de realizacién particular, el primer resto de unién a antigeno es una molécula Fab de
entrecruzamiento en la que las regiones variables 0 constantes de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab
se intercambian. Dicha modificacidon evita el emparejamiento incorrecto de las cadenas pesada y ligera de diferentes
moléculas Fab, mejorando de este modo el rendimiento y la pureza de la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T de la invencion en la produccién recombinante. En una molécula Fab de entrecruzamiento
particular util para la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la invencién, las regiones
variables de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se intercambian. En otra molécula Fab de
entrecruzamiento util para la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la invencién, las
regiones constantes de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se intercambian.

En un modo de realizacién, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende

(i) un primer resto de union a antigeno que es una molécula Fab de entrecruzamiento que se puede unir de forma
especifica a CD3 que comprende al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena
pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 39 y al menos una
CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34;

(i) un segundo resto de unién a antigeno que se puede unir de forma especifica al receptor de folato 1 (FoIR1) que
comprende al menos una regidén determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 56 y SEQ ID NO: 57 y al menos una CDR de la cadena ligera
seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 65.

En un modo de realizacidén de este tipo, el resto de unién al antigeno CD3 comprende la CDR1 de |la cadena pesada
de SEQ ID NO: 37, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 38, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO:
39, la CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 32, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 33y la CDR3 de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 34 y el resto de unidn al antigeno FolR1 comprende la CDR1 de la cadena pesada de
SEQ ID NO: 8, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 56, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 57,
la CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 59, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 60 y CDR3 de la cadena
ligera de SEQ ID NO: 65.

En un modo de realizacion, el segundo resto de unién a antigeno es una molécula Fab convencional.

En un modo de realizacién, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende

(i) un primer resto de union a antigeno que es una molécula Fab de entrecruzamiento que se puede unir de forma
especifica a CD3 que comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 36 y una cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31.

(ii) un segundo resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica al receptor
de folato 1 (FolR1) que comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 55 y una cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 64.

En un modo de realizacion, el segundo resto de unién a antigeno es una molécula Fab convencional.

En otro modo de realizacion, el resto de unién a antigeno que es especifico para FolR1 comprende una secuencia de
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la regién variable de la cadena pesada que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 100 %
idéntica a SEQ ID NO: 55y una secuencia de la regién variable de la cadena ligera que es al menos aproximadamente
un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a SEQ ID NO: 64, o variantes de las mismas que conservan la
funcionalidad.

En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende una
secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a SEQ
ID NO: 36, una secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 %
idéntica a SEQ ID NO: 31, una secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % 0 100 % idéntica a SEQ ID NO: 55 y una secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 100 % idéntica a SEQ ID NO: 64.

En un modo de realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T adicionalmente
comprende

(i) un tercer resto de unidén a antigeno que se puede unir de forma especifica a FolR1.

En un modo de realizacidn, el tercer resto de unién a antigeno es una molécula Fab convencional. En un modo de
realizacién, el tercer resto de unidén a antigeno es una molécula Fab de entrecruzamiento.

En un modo de realizacidon de este tipo, el segundo y tercer resto de unidén a antigeno que se pueden unir de forma
especifica a FolR1 comprenden secuencias idénticas de region determinante de la complementariedad (CDR) de la
cadena pesaday CDR de la cadena ligera. En un modo de realizacion de este tipo, el tercer resto de unién a antigeno
es idéntico al segundo resto de uniéon a antigeno.

En un modo de realizacién, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende

(i) un primer resto de union a antigeno que es una molécula Fab de entrecruzamiento que se puede unir de forma
especifica a CD3 que comprende al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena
pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 39 y al menos una
CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34;

(i) un segundo resto de unién a antigeno que se puede unir de forma especifica al receptor de folato 1 (FoIR1) que
comprende al menos una regidén determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 56 y SEQ ID NO: 57 y al menos una CDR de la cadena ligera
seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 65.

(iii) un tercer resto de union a antigeno que se puede unir de forma especifica al receptor de folato 1 (FoIR1) que
comprende al menos una regién determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 56 y SEQ ID NO: 57 y al menos una CDR de la cadena ligera
seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 65.

En un modo de realizacidén de este tipo, el resto de unién al antigeno CD3 comprende la CDR1 de |la cadena pesada
de SEQ ID NO: 37, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 38, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO:
39, la CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 32, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 33y la CDR3 de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 34 y el resto de unidn al antigeno FolR1 comprende la CDR1 de la cadena pesada de
SEQ ID NO: 8, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 56, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 57,
la CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 59, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 60 y CDR3 de la cadena
ligera de SEQ ID NO: 65.

En un modo de realizacién, el segundo resto de unidén a antigeno y el tercer resto de unioén a antigeno son ambos una
molécula Fab convencional.

En un modo de realizacién, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende

(i) un primer resto de union a antigeno que es una molécula Fab de entrecruzamiento que se puede unir de forma
especifica a CD3 que comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 36 y una cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31.

(ii) un segundo resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica al receptor
de folato 1 (FolR1) que comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 55 y una cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 64.

(i) un tercer resto de unidén a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica al receptor de

folato 1 (FolR1) que comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 55y una cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 64.
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En un modo de realizacién, el segundo resto de unidn a antigeno y el tercer resto de unioén a antigeno son ambos una
molécula Fab convencional.

En un modo de realizacién, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende

(i) un primer resto de union a antigeno que es una molécula Fab de entrecruzamiento que se puede unir de forma
especifica a CD3 que comprende al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena
pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 39 y al menos una
CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34;

(i) un segundo resto de unién a antigeno que se puede unir de forma especifica al receptor de folato 1 (FoIR1) que
comprende al menos una regidén determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 50 y al menos una CDR de la cadena ligera
seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54.

En un modo de realizacidén de este tipo, el resto de unién al antigeno CD3 comprende la CDR1 de |la cadena pesada
de SEQ ID NO: 37, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 38, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO:
39, la CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 32, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 33y la CDR3 de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 34 y el resto de unidn al antigeno FolR1 comprende la CDR1 de la cadena pesada de
SEQ ID NO: 8, la CDR2 de |la cadena pesada de SEQ ID NO: 9, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 50, la
CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 52, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 53 y CDR3 de la cadena
ligera de SEQ ID NO: 54.

En un modo de realizacion, el segundo resto de unién a antigeno es una molécula Fab convencional. En un modo de
realizacién, el segundo resto de unién a antigeno es una molécula Fab de entrecruzamiento.

En un modo de realizacién, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende

(i) un primer resto de union a antigeno que es una molécula Fab de entrecruzamiento que se puede unir de forma
especifica a CD3 que comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 36 y una cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31.

(ii) un segundo resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica al receptor
de folato 1 (FolR1) que comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 49 y una cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 51.

En un modo de realizacion, el segundo resto de unién a antigeno es una molécula Fab convencional. En un modo de
realizacién, el segundo resto de unién a antigeno es una molécula Fab de entrecruzamiento.

En otro modo de realizacion, el resto de unién a antigeno que es especifico para FolR1 comprende una secuencia de
la regién variable de la cadena pesada que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 100 %
idéntica a SEQ ID NO: 49y una secuencia de la regién variable de la cadena ligera que es al menos aproximadamente
un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a SEQ ID NO: 51, o variantes de las mismas que conservan la
funcionalidad.

En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende una
secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a SEQ
ID NO: 36, una secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 %
idéntica a SEQ ID NO: 31, una secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % o 100 % idéntica a SEQ ID NO: 49 y una secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 100 % idéntica a SEQ ID NO: 51.

En un modo de realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T adicionalmente
comprende

(iif) un tercer resto de unidén a antigeno que se puede unir de forma especifica a FolR1.

En un modo de realizacidn, el tercer resto de unién a antigeno es una molécula Fab convencional. En un modo de
realizacién, el segundo resto de unién a antigeno es una molécula Fab de entrecruzamiento.

En un modo de realizacidon de este tipo, el segundo y tercer resto de unidén a antigeno que se pueden unir de forma
especifica a FolR1 comprenden secuencias idénticas de region determinante de la complementariedad (CDR) de la
cadena pesaday CDR de la cadena ligera. En un modo de realizacion de este tipo, el tercer resto de unién a antigeno
es idéntico al segundo resto de uniéon a antigeno.
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En un modo de realizacién, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende

(i) un primer resto de union a antigeno que es una molécula Fab de entrecruzamiento que se puede unir de forma
especifica a CD3 que comprende al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena
pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 39 y al menos una
CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34;

(i) un segundo resto de unién a antigeno que se puede unir de forma especifica al receptor de folato 1 (FoIR1) que
comprende al menos una regidén determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 49 y al menos una CDR de la cadena ligera
seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54.

(iii) un tercer resto de union a antigeno que se puede unir de forma especifica al receptor de folato 1 (FoIR1) que
comprende al menos una regidén determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 50 y al menos una CDR de la cadena ligera
seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54.

En un modo de realizacidén de este tipo, el resto de unién al antigeno CD3 comprende la CDR1 de |la cadena pesada
de SEQ ID NO: 37, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 38, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO:
39, la CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 32, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 33y la CDR3 de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 34 y el resto de unidn al antigeno FolR1 comprende la CDR1 de la cadena pesada de
SEQ ID NO: 8, la CDR2 de |la cadena pesada de SEQ ID NO: 9, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 50, la
CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 52, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 53 y CDR3 de la cadena
ligera de SEQ ID NO: 54.

En un modo de realizacién, el segundo resto de unidén a antigeno y el tercer resto de unioén a antigeno son ambos una
molécula Fab convencional.

En un modo de realizacién, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende

(i) un primer resto de union a antigeno que es una molécula Fab de entrecruzamiento que se puede unir de forma
especifica a CD3 que comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 36 y una cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31.

(ii) un segundo resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica al receptor
de folato 1 (FolR1) que comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 49 y una cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 51.

(i) un tercer resto de unidén a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir de forma especifica al receptor de
folato 1 (FolR1) que comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 49 y una cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 51.

En un modo de realizacién, el segundo resto de unidn a antigeno y el tercer resto de unioén a antigeno son ambos una
molécula Fab convencional.

Por tanto, en un modo de realizacién, la invencidn se refiere a moléculas biespecificas en las que dos restos de union
confieren union especifica a FoIR1 y un resto de unién confiere especificidad para el antigeno activador de linfocitos
T CD3. Una de las cadenas pesadas se modifica para asegurar el emparejamiento apropiado de las cadenas pesada
y ligera, eliminando por tanto la necesidad de un enfoque de cadena ligera comun. La presencia de dos sitios de union
a FolR1 permite un acoplamiento apropiado con el antigeno diana FolR1 y la activacién de los linfocitos T.

Los componentes de la molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se pueden fusionar entre
si en una variedad de configuraciones. Configuraciones ejemplares se muestran en las figuras 1A-l y se describen con
més detalle a continuacion.

En algunos modos de realizacién, dicha molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
comprende ademas un dominio Fc compuesto de una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de
manera estable. A continuaciéon, se describen modos de realizacion ejemplares de la molécula de unidén a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T que comprende un dominio Fc.

Formatos de molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
Como se representa anteriormente y en las figuras 1A-l, en un modo de realizacidén las moléculas de unién a antigeno
biespecificas activadoras de linfocitos T comprenden al menos dos fragmentos Fab que tienen cadenas ligeras (VLCL)

idénticas y que tienen cadenas pesadas (VHCL) diferentes que confieren las especificidades para dos antigenos
diferentes, es decir, un fragmento Fab se puede unir de forma especifica a un antigeno activador de linfocitos T CD3
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y el otro fragmento Fab se puede unir de forma especifica al antigeno de célula diana FolR1.

En otro modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende al
menos dos restos de union a antigeno (moléculas Fab), uno de los cuales es una molécula Fab de entrecruzamiento
y uno de los cuales es una molécula Fab convencional. En un modo de realizacién de este tipo, el primer resto de
unién a antigeno que se puede unir de forma especifica a CD3 es una molécula Fab de entrecruzamiento y el segundo
resto de union a antigeno que se puede unir de forma especifica a FolR es una molécula de Fab convencional.

Estos componentes de la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se pueden fusionar
entre si en una variedad de configuraciones. Configuraciones ejemplares se representan en las figuras 1A-l.

En algunos modos de realizacion, el primer y segundo resto de unién a antigeno se fusionan cada uno en el extremo
C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la primera o la segunda subunidad del dominio Fc. En un modo de
realizacién especifico de este tipo, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T consiste
esencialmente en un primer y un segundo resto de unidén a antigeno, un dominio Fc compuesto de una primeray una
segunda subunidad y, opcionalmente, uno 0 mas conectores peptidicos, en la que el primer y el segundo resto de
unién a antigeno se fusionan cada uno en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la primera o la
segunda subunidad del dominio Fc. En un modo de realizacion de este tipo, el primer y el segundo resto de unién a
antigeno son ambos fragmentos Fab y tienen cadenas ligeras (VLCL) idénticas. En otro modo de realizacién de este
tipo, el primer resto de unién a antigeno que se puede unir de forma especifica a CD3 es una molécula Fab de
entrecruzamiento y el segundo resto de unién a antigeno que se puede unir de forma especifica a FoIlR es una
molécula de Fab convencional.

En un modo de realizacidn, el segundo resto de union a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de
Fab al extremo N de la primera o la segunda subunidad del dominio Fc, y el primer resto de unién a antigeno se fusiona
en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab del segundo resto de unién a
antigeno. En un modo de realizacidén especifico de este tipo, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T consiste esencialmente en un primer y un segundo resto de unién a antigeno, el dominio Fc compuesto
de una primera y una segunda subunidad y, opcionalmente, uno 0 mas conectores peptidicos, en la que el primer
resto de union a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada
de Fab del segundo resto de unién a antigeno, y el segundo resto de unidén a antigeno se fusiona en el extremo C de
la cadena pesada de Fab al extremo N de la primera o la segunda subunidad del dominio Fc. En un modo de realizacién
de este tipo, el primer y el segundo resto de unidén a antigeno son ambos fragmentos Fab y tienen cadenas ligeras
(VLCL) idénticas. En otro modo de realizacion de este tipo, el primer resto de unién a antigeno que se puede unir de
forma especifica a CD3 es una molécula Fab de entrecruzamiento y el segundo resto de unién a antigeno que se
puede unir de forma especifica a FoIR es una molécula de Fab convencional. Opcionalmente, la cadena ligera de Fab
del primer resto de union a antigeno y la cadena ligera de Fab del segundo resto de unién a antigeno se pueden
fusionar adicionalmente entre si.

En otros modos de realizacidn, el primer resto de union a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada
de Fab al extremo N de la primera o segunda subunidad del dominio Fc. En un modo de realizacién particular de este
tipo, el segundo resto de unidn a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la
cadena pesada de Fab del primer resto de unidén a antigeno. En un modo de realizacién especifico de este tipo, la
molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T consiste esencialmente en un primery un segundo
resto de unién a antigeno, el dominio Fc compuesto de una primera y una segunda subunidad y, opcionalmente, uno
0 mas conectores peptidicos, en la que el segundo resto de union a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena
pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab del primer resto de unién a antigeno, y el primer resto de
unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la primera o la segunda
subunidad del dominio Fc. En un modo de realizacién de este tipo, el primery el segundo resto de unién a antigeno
son ambos fragmentos Fab y tienen cadenas ligeras (VLCL) idénticas. En otro modo de realizacion de este tipo, el
primer resto de unién a antigeno que se puede unir de forma especifica a CD3 es una molécula Fab de
entrecruzamiento y el segundo resto de unién a antigeno que se puede unir de forma especifica a FoIR es una
molécula de Fab convencional. Opcionalmente, la cadena ligera de Fab del primer resto de unién a antigeno y la
cadena ligera de Fab del segundo resto de unién a antigeno se pueden fusionar adicionalmente entre si.

Los restos de unién a antigeno se pueden fusionar al dominio Fc o entre si directamente o a través de un conector
peptidico, que comprende uno 0 mas aminoacidos, tipicamente aproximadamente 2-20 aminoacidos. Los conectores
peptidicos son conocidos en la técnica y se describen en el presente documento. Los conectores peptidicos no
inmundgenos adecuados incluyen, por ejemplo, los conectores peptidicos (G4S)n (SEQ ID NO: 387), (SGa)n (SEQ ID
NO: 388), (G4S)n (SEQ ID NO: 387) 0 G4(SGa)n (SEQ ID NO: 389), siendo "n", en general, un nimero entre 1y 10,
tipicamente entre 2 y 4. Un conector peptidico adecuado en particular para fusionar las cadenas ligeras de Fab del
primer y el segundo resto de unidn a antigeno entre si es (G4S)2 (SEQ ID NO: 386). Un conector peptidico ejemplar
adecuado para conectar las cadenas pesadas de Fab del primer y el segundo resto de unién a antigeno es EPKSC(D)-
(G4S)2 (SEQ ID NO: 390y 391). Adicionalmente, los conectores pueden comprender (una parte de) una regién bisagra
de inmunoglobulina. En particular, cuando un resto de unién a antigeno se fusiona al extremo N de una subunidad del
dominio Fc, se puede fusionar por medio de una regidn bisagra de inmunoglobulina o una parte de la misma, con o
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sin un conector peptidico adicional.

Los autores de la presente invencion han descubierto que la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T que comprende dos restos de unidn especificos para el antigeno de la célula diana FolR tiene
caracteristicas superiores en comparacién con la molécula de unidén a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
que comprende solo un resto de union especifico para el antigeno de célula diana FolR.

En consecuencia, en determinados modos de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T de la invencion comprende ademas un tercer resto de unidén a antigeno que es una molécula Fab que se
puede unir de forma especifica a FolR. En un modo de realizacion de este tipo, el segundo y tercer resto de unién a
antigeno que se pueden unir de forma especifica a FolR1 comprenden secuencias idénticas de regién determinante
de la complementariedad (CDR) de la cadena pesaday CDR de la cadena ligera, es decir, las secuencias de CDR de
la cadena pesada del segundo resto de unidn a antigeno son las mismas que las secuencias de CDR de |la cadena
pesada del tercer resto de union a antigeno y las secuencias de CDR de la cadena ligera del segundo resto de unidn
a antigeno son las mismas que las secuencias de CDR de la cadena ligera del tercer resto de union a antigeno. En
un modo de realizacion de este tipo, el tercer resto de union a antigeno es idéntico al segundo resto de unién a
antigeno (es decir, comprenden las mismas secuencias de aminoéacidos).

En un modo de realizacién, el primer y el segundo resto de unidén a antigeno se fusionan cada uno en el extremo C de
la cadena pesada de Fab al extremo N de la primera o la segunda subunidad del dominio Fc, y el tercer resto de unién
a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab del
primer resto de unién a antigeno. En un modo de realizacion especifico de este tipo, la molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T consiste esencialmente en un primer, un segundo y un tercer resto de unién a
antigeno, un dominio Fc compuesto de una primeray una segunda subunidad y, opcionalmente, uno 0 mas conectores
peptidicos, en la que el primer y el segundo resto de unidén a antigeno se fusionan cada uno en el extremo C de la
cadena pesada de Fab al extremo N de la primera subunidad del dominio Fc y el tercer resto de unidén a antigeno se
fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab del primer resto de
unién a antigeno. En un modo de realizacion de este tipo, el primer, el segundo y el tercer resto de unién a antigeno
son fragmentos Fab convencionales y tienen cadenas ligeras (VLCL) idénticas. En otro modo de realizacién de este
tipo, el primer resto de unién a antigeno que se puede unir de forma especifica a CD3 es una molécula Fab de
entrecruzamiento y el segundo y tercer resto de union a antigeno que se pueden unir de forma especifica a FoIR son
una molécula de Fab convencional. Opcionalmente, la cadena ligera de Fab del primer resto de unién a antigeno y la
cadena ligera de Fab del tercer resto de unién a antigeno se pueden fusionar adicionalmente entre si.

En otro aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende a) un primer sitio de unién a
antigeno que compite por la unién a FolR1 humano con un anticuerpo de referencia que comprende un dominio de la
cadena pesada variable (VH) de SEQ ID NO: 49y un dominio de la cadena ligera variable de SEQ ID NO: 51; y b) un
segundo sitio de union a antigeno que compite por la unién a CD3 humano con un anticuerpo de referencia que
comprende un dominio de la cadena pesada variable (VH) de SEQ ID NO: 36 y un dominio de |la cadena ligera variable
de SEQ ID NO: 31, en el que la competiciéon por la unién se mide usando un ensayo de resonancia de plasmén
superficial.

En otro aspecto, la invencion proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que
comprende un primer resto de union a antigeno que se puede unir de forma especifica a CD3, y un segundo resto de
unién a antigeno que se puede unir de forma especifica al receptor de folato 1 (FolR1), en el que la molécula de unidn
a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se une al mismo epitopo de FolR1 humano que un primer anticuerpo
de referencia que comprende un dominio de la cadena pesada variable (VH) de SEQ ID NO: 49 y un dominio de la
cadena ligera variable de SEQ ID NO: 51; y en el que la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T se une al mismo epitopo de CD3 humano que un segundo anticuerpo de referencia que comprende un
dominio de la cadena pesada variable (VH) de SEQ ID NO: 36 y un dominio de la cadena ligera variable de SEQ ID
NO: 31.

En otro aspecto, la invencion proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que
comprende una primera, segunda, tercera, cuarta y quinta cadena polipeptidica que forman un primer, un segundo y
un tercer resto de unién a antigeno en la que el primer resto de unién a antigeno se puede unir a CD3 y el segundo y
el tercer resto de union a antigeno se pueden unir cada uno al receptor de folato 1 (FolR1). La primera y la segunda
cadena polipeptidica comprenden, en direccion desde el extremo amino (N) hacia el extremo carboxilo (C), un primer
dominio variable de la cadena ligera (VLD1) y un primer dominio constante de la cadena ligera (CLD1). La tercera
cadena polipeptidica comprende, en direccidn desde el extremo N hacia el extremo C, un segundo dominio variable
de la cadena ligera (VLD2) y un segundo dominio constante de la cadena pesada 1 (CH1D2). La cuarta cadena
polipeptidica comprende, en direccion desde el extremo N hacia el extremo C, un primer dominio variable de la cadena
pesada (VHD1), un primer dominio constante de la cadena pesada 1 (CH1D1), un primer dominio constante de la
cadena pesada 2 (CH2D1) y un primer dominio constante de la cadena pesada 3 (CH3D1). La quinta cadena
polipeptidica comprende VHD1, CH1D1, un segundo dominio variable de la cadena pesada (VHDZ2), un segundo
dominio constante de la cadena ligera (CLD2), un segundo dominio constante de la cadena pesada 2 (CH2D2) y un
segundo dominio constante de la cadena pesada 3 (CH3D2). La tercera cadena polipeptidicay VHD2 y CLD2 de la
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quinta cadena polipeptidica forman el primer resto de unién a antigeno que se puede unir a CD3. La segunda cadena
polipeptidica y VHD1 y CH1D1 de la quinta cadena polipeptidica forman el tercer resto de unién que se puede unir a
FolR1. La primera cadena polipeptidica y VHD1 y CH1D1 de la cuarta cadena polipeptidica forman el segundo resto
de unién que se puede unir a FolR1.

En otro modo de realizacion, el segundo y el tercer resto de unién a antigeno se fusionan cada uno en el extremo C
de la cadena pesada de Fab al extremo N de la primera o la segunda subunidad del dominio Fc, y el primer resto de
unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab
del segundo resto de unién a antigeno. En un modo de realizacién especifico de este tipo, la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T consiste esencialmente en un primer, un segundo y un tercer resto de
unién a antigeno, un dominio Fc compuesto de una primera y una segunda subunidad y, opcionalmente, uno o0 mas
conectores peptidicos, en la que el segundo y el tercer resto de unidén a antigeno se fusionan cada uno en el extremo
C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la primera subunidad del dominio Fc y el primer resto de unién a
antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab del tercer
resto de unién a antigeno. En un modo de realizacidén de este tipo, el primer, el segundo y el tercer resto de unién a
antigeno son fragmentos Fab convencionales y tienen cadenas ligeras (VLCL) idénticas. En otro modo de realizacion
de este tipo, el primer resto de unidén a antigeno que se puede unir de forma especifica a CD3 es una molécula Fab
de entrecruzamiento y el segundo y tercer resto de unién a antigeno que se pueden unir de forma especifica a FolR
son una molécula de Fab convencional. Opcionalmente, la cadena ligera de Fab del primer resto de unidén a antigeno
y la cadena ligera de Fab del segundo resto de unidn a antigeno se pueden fusionar adicionalmente entre si.

Los restos de unidn a antigeno se pueden fusionar al dominio Fc directamente o a través de un conector peptidico. En
un modo de realizacion particular, los restos de unién a antigeno se fusionan cada uno al dominio Fc a través de una
region bisagra de inmunoglobulina. En un modo de realizacion especifico, la regidn bisagra de inmunoglobulina es
una region bisagra de |gG1 humana.

En un modo de realizacién, el primer y el segundo resto de union a antigeno y el dominio Fc forman parte de una
molécula de inmunoglobulina. En un modo de realizacion particular, la molécula de inmunoglobulina es una
inmunoglobulina de la clase 1gG. En un modo de realizacion incluso mas particular, la inmunoglobulina es una
inmunoglobulina de la subclase |1gG1. En otro modo de realizacidn, la inmunoglobulina es una inmunoglobulina de la
subclase 19G4. En otro modo de realizacidn particular, la inmunoglobulina es una inmunoglobulina humana. En otros
modos de realizacién, la inmunoglobulina es una inmunoglobulina quimérica o una inmunoglobulina humanizada.

En un modo de realizacion particular, dicha molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T, el
primer y el segundo resto de unidén a antigeno y el dominio Fc forman parte de una molécula de inmunoglobulina, y el
tercer resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de |la cadena
pesada de Fab del primer resto de unidén a antigeno, en la que el primer, segundo y tercer resto de union a antigeno
son fragmentos Fab convencionales y tienen cadenas ligeras (VLCL) idénticas, en el que el primer resto de union a
antigeno que se puede unir de forma especifica a CD3 comprende al menos una region determinante de la
complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO:
38 y SEQ ID NO: 39y al menos una CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO:
33y SEQ ID NO: 34; y el segundo vy el tercer resto de unidén a antigeno que se pueden unir de forma especifica a
FolR1 comprenden al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 18 y al menos una CDR de la
cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33 y SEQ ID NO: 34.

En un modo de realizacion particular, dicha molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T, el
primer y el segundo resto de unidén a antigeno y el dominio Fc forman parte de una molécula de inmunoglobulina, y el
tercer resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena
pesada de Fab del primer resto de unidén a antigeno, en la que el primer, segundo y tercer resto de union a antigeno
son fragmentos Fab convencionales y tienen cadenas ligeras (VLCL) idénticas, en el que el primer resto de union a
antigeno que se puede unir de forma especifica a CD3 comprende una cadena pesada variable que comprende una
secuencia de SEQ ID NO: 36, una cadena ligera variable que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 31; vy el
segundo y el tercer resto de unidn a antigeno que se puede unir de forma especifica a FolR1 comprenden una cadena
pesada variable que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 15, una cadena ligera variable que comprende una
secuencia de SEQ ID NO: 31.

En un modo de realizacion particular, dicha molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T, el
primer y el segundo resto de unidén a antigeno y el dominio Fc forman parte de una molécula de inmunoglobulina, y el
tercer resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de |la cadena
pesada de Fab del primer resto de unidn a antigeno y el primer resto de unién a antigeno que se puede unir de forma
especifica a CD3 es una molécula Fab de entrecruzamiento en la que las regiones variable o constante de la cadena
ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se intercambian, que comprende al menos una regidén determinante de la
complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO:
38 y SEQ ID NO: 39y al menos una CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO:
33y SEQ ID NO: 34; y el segundo vy el tercer resto de unién a antigeno que se pueden unir de forma especifica a
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FolR1 comprenden al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 56 y SEQ ID NO: 57 y al menos una CDR de la
cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60 y SEQ ID NO: 65.

En un modo de realizacion particular, dicha molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T, el
primer y el segundo resto de unidén a antigeno y el dominio Fc forman parte de una molécula de inmunoglobulina, y el
tercer resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de |la cadena
pesada de Fab del primer resto de unidn a antigeno y el primer resto de unién a antigeno que se puede unir de forma
especifica a CD3 es una molécula Fab de entrecruzamiento en la que las regiones variable o constante de la cadena
ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se intercambian, en la que el primer resto de unién a antigeno que se puede
unir de forma especifica a CD3 comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de SEQ ID
NO: 36, una cadena ligera variable que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 31; y el segundo y el tercer resto
de union a antigeno que se pueden unir de forma especifica a FolR1 comprenden una cadena pesada variable que
comprende una secuencia de SEQ ID NO: 55, una cadena ligera variable que comprende una secuencia de SEQ ID
NO: 65.

En un modo de realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T es monovalente
para cada antigeno. En un modo de realizacion particular, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T se puede unir a CD3 humano y al receptor de folato humano alfa (FolR1) y se preparé sin emplear un
enfoque de heterodimerizacion, tal como, por ejemplo, tecnologia de botdn en ojal. Por ejemplo, la molécula se puede
producir empleando una coleccion de cadenas ligeras comunes y tecnologia CrossMab. En un modo de realizacion
particular, la regidon variable de la molécula de unién a CD3 se fusiona al dominio CH1 de un anticuerpo IgG1 humano
estandar para formar la molécula entrecruzada VLVH (fusionada a Fc) que es comun para ambas especificidades.
Para generar los equivalentes entrecruzados (VHCL), se fusiona un dominio de la cadena pesada variable especifico
para CD3 a una cadena ligera A humana constante, mientras que un dominio de la cadena pesada variable especifico
para FolR1 humano (por ejemplo, aislado de la coleccién de cadenas ligeras comunes) se fusiona con una cadena
ligera K humana constante. La molécula deseada resultante con cadenas correctamente emparejadas comprende
ambas cadenas ligeras kappa y lambda o fragmentos de las mismas. En consecuencia, esta especie de molécula
biespecifica deseada se puede purificar de las especies homodiméricas o mal emparejadas mediante etapas de
purificaciéon secuenciales que seleccionan la cadena ligera kappa y lambda, en cualquier secuencia. En un modo de
realizacién particular, la purificacion del anticuerpo biespecifico deseado emplea etapas de purificacion posteriores
con las columnas KappaSelect y LambdaFabSelect (GE Healthcare) para eliminar los anticuerpos homodiméricos no
deseados.

Dominio Fc

El dominio Fc de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T consiste en un par de cadenas
polipeptidicas que comprenden dominios de la cadena pesada de una molécula de inmunoglobulina. Por ejempilo, el
dominio Fc de una molécula de inmunoglobulina G (IgG) es un dimero, del que cada unidad comprende los dominios
constantes de la cadena pesada de IgG CH2 y CH3. Las dos subunidades del dominio Fc se pueden asociar de
manera estable entre si. En un modo de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T de la invencidon comprende no mas de un dominio Fc.

En un modo de realizacion de acuerdo con la invencién, el dominio Fc de la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T es un dominio Fc de IgG. En un modo de realizacion particular, el dominio Fc es un dominio
Fc de 1gG1. En otro modo de realizacion, el dominio Fc es un dominio Fc de IgG4. En un modo de realizacidon mas
especifico, el dominio Fc es un dominio Fc de 1gG4 que comprende una sustitucién aminoacidica en la posicion S228
(numeracion de Kabat), en particular la sustitucién aminoacidica S228P. Esta sustitucidon aminoacidica reduce el
intercambio in vivo en el brazo Fab de los anticuerpos 9G4 (véase Stubenrauch et al., Drug Metabolism and Disposition
38, 84-91 (2010)). En otro modo de realizacién particular, el dominio Fc es humano.

Modificaciones en el dominio Fc que promueven la heterodimerizacion

Las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de acuerdo con la invenciéon comprenden
diferentes restos de union a antigeno, fusionados a una o a la otra de las dos subunidades del dominio Fc, por tanto,
las dos subunidades del dominio Fc estan comprendidas tipicamente en dos cadenas polipeptidicas no idénticas. La
coexpresion recombinante de estos polipéptidos y la posterior dimerizacién dan lugar a varias combinaciones posibles
de los dos polipéptidos. Para mejorar el rendimiento y la pureza de las moléculas de union a antigeno biespecificas
activadoras de linfocitos T en producciéon recombinante, sera ventajoso, por tanto, introducir en el dominio Fc de la
molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T una modificacién que promueva la asociacion de
los polipéptidos deseados.

En consecuencia, en modos de realizacién particulares, el dominio Fc de la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T de acuerdo con la invencion comprende una modificacidon que promueve la asociacion de la
primera y la segunda subunidad del dominio Fc. El sitio de interaccidén proteina-proteina mas extensa entre las dos
subunidades de un dominio Fc de IgG humana esta en el dominio CH3 del dominio Fc. Por tanto, en un modo de
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realizacién, dicha modificaciéon esta en el dominio CH3 del dominio Fc.

En un modo de realizacién especifico, dicha modificacién es una modificacion llamada "botén en ojal”, que comprende
una modificacién de "botén" en una de las dos subunidades del dominio Fc y una modificacion de "ojal" en la otra de
las dos subunidades del dominio Fc.

La tecnologia de botdn 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 puede situar en la cavidad para promover
la formacién de heterodimeros y dificultar la formacién 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 tamafio idéntico o similar a
las protuberancias en la interfase del segundo polipéptido reemplazando cadenas laterales de aminoacido grandes
por otras mas pequefias (por ejemplo, alanina o treonina).

En consecuencia, en un modo de realizacién particular, en el dominio CH3 de la primera subunidad del dominio Fc de
la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se reemplaza un residuo de aminoacido por un
residuo de aminoacido que tiene un volumen de cadena lateral mas grande, generando de este modo una
protuberancia dentro del dominio CH3 de la primera subunidad que se puede colocar en una cavidad dentro del
dominio CH3 de la segunda subunidad, y en el dominio CH3 de la segunda subunidad del dominio Fc se reemplaza
un residuo de aminoacido por un residuo de aminoacido que tiene un volumen de cadena lateral mas pequefio,
generando de este modo una cavidad dentro del dominio CH3 de |la segunda subunidad dentro de la que se puede
colocar la protuberancia dentro del dominio CH3 de la primera subunidad.

La protuberancia y la cavidad se pueden realizar alterando el acido nucleico que codifica los polipéptidos, por ejempilo,
por mutagénesis especifica de sitio o por sintesis peptidica.

En un modo de realizacion especifico, en el dominio CH3 de la primera subunidad del dominio Fc se reemplaza el
residuo de treonina en la posicién 366 por un residuo de triptéfano (T366W), y en el dominio CH3 de la segunda
subunidad del dominio Fc se reemplaza el residuo de tirosina en la posicion 407 por un residuo de valina (Y407V). En
un modo de realizacion, en la segunda subunidad del dominio Fc adicionalmente se reemplaza el residuo de treonina
en la posicidn 366 por un residuo de serina (T366S) y se reemplaza el residuo de leucina en la posicién 368 por un
residuo de alanina (L368A).

Auln en otro modo de realizacidn, en la primera subunidad del dominio Fc se reemplaza adicionalmente el residuo de
serina en la posicidn 354 por un residuo de cisteina (S354C), y en la segunda subunidad del dominio Fc se reemplaza
adicionalmente el residuo de tirosina en la posicién 349 por un residuo de cisteina (Y349C). La introduccién de estos
dos residuos de cisteina da como resultado la formacidn de un puente disulfuro entre las dos subunidades del dominio
Fc, estabilizando por tanto adicionalmente el dimero (Carter, J Immunol Methods 248, 7-15 (2001)).

En un modo de realizacidn particular, el resto de unién a antigeno que se puede unir a CD3 se fusiona (opcionalmente
a través del resto de unién a antigeno que se puede unir a un antigeno de célula diana) a la primera subunidad del
dominio Fc (que comprende la modificacion "botén"). Sin quedar vinculado a ninguna teoria, la fusion del resto de
unién a antigeno que se puede unir a CD3 a la subunidad que contiene un botén del dominio Fc minimizara (ademas)
la generacion de moléculas de union a antigeno que comprenden dos restos de unién a antigeno que se pueden unir
a CD3 (impedimento estérico de dos polipéptidos que contienen botones).

En un modo de realizacion alternativo, una modificacion que promueve la asociacién de la primera y la segunda
subunidad del dominio Fc comprende una modificacion que media en los efectos de conduccién electrostatica, por
ejemplo, como se describe en la publicacion PCT WO 2009/089004. En general, este procedimiento implica el
reemplazo de uno o mas residuos de aminoacido en la interfase de las dos subunidades del dominio Fc por residuos
de aminoacido cargados de modo que la formacion de homodimeros se vuelve electrostaticamente desfavorable, pero
la heterodimerizacion es electrostaticamente favorable.

Modificaciones en el dominio Fc que suprimen la unién al receptor de Fc v/o la funcién efectora

El dominio Fc confiere a la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T propiedades
farmacocinéticas favorables, incluyendo una semivida en suero larga que contribuye a una buena acumulacion en el
tejido diana y una proporcidn de distribucién tejido-sangre favorable. Al mismo tiempo, sin embargo, puede dar lugar
a la direccidn indeseable de la molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T hacia células que
expresan receptores de Fc en lugar de a las células portadoras de antigenos preferentes. Ademas, la coactivacién de
las vias de sefializacion del receptor de Fc puede dar lugar a la liberacién de citocinas lo que, en combinacién con las
propiedades activadoras de linfocitos T y la semivida larga de la molécula de unidon a antigeno, da como resultado una
activacion excesiva de receptores de citocinas y efectos secundarios graves tras la administracion sistémica. La
activacion de células inmunitarias (portadoras del receptor de Fc) distintas de linfocitos T incluso puede reducir la
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eficacia de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T debido a la destruccion potencial de
linfocitos T, por ejemplo, por linfocitos NK.

En consecuencia, en modos de realizacién particulares, el dominio Fc de las moléculas de unién a antigeno
biespecificas activadoras de linfocitos T de acuerdo con la invencién presenta una afinidad de unidn reducida por un
receptor de Fc y/o funcion efectora reducida, en comparacion con el dominio Fc de IgG+ natural. En un modo de
realizacién de este tipo, el dominio Fc (o la molécula de unidon a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que
comprende dicho dominio Fc) presenta menos de un 50 %, preferentemente menos de un 20 %, mas preferentemente
menos de un 10 % y lo mas preferentemente menos de un 5 % de la afinidad de unién por un receptor de Fc, en
comparacién con un dominio Fc de 1gG+ natural (o una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T que comprende un dominio Fc de 1gG1 natural), y/o menos de un 50 %, preferentemente menos de un
20 %, mas preferentemente menos de un 10 % y lo mas preferentemente menos de un 5 % de la funcidon efectora en
comparacién con un dominio Fc de 1gG+ natural (o una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T que comprende un dominio Fc de IgG+ natural). En un modo de realizacion, el dominio Fc (o la molécula
de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que comprende dicho dominio Fc) no se une
sustancialmente a un receptor de Fc y/o induce funcién efectora. En un modo de realizacion particular, el receptor de
Fc es un receptor de Fcy. En un modo de realizacién, el receptor de Fc es un receptor de Fc humano. En un modo de
realizacién, el receptor de Fc es un receptor de Fc activador. En un modo de realizacion especifico, el receptor de Fc
es un receptor de Fcy humano activador, mas especificamente FcyRllla, FcyRl o FcyRlla humano, lo mas
especificamente FcyRllla humano. En un modo de realizacién, la funcién efectora es una o mas seleccionada del
grupo de CDC, ADCC, ADCP y secrecion de citocinas. En un modo de realizacion particular, la funcidén efectora es
ADCC. En un modo de realizacion, el dominio Fc presenta una afinidad de unién sustancialmente similar al receptor
de Fc neonatal (FcRn) en comparacion con un dominio Fc de IgG+ natural. Se logra una unién sustancialmente similar
a FcRn cuando el dominio Fc (o la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que comprende
dicho dominio Fc) presenta mas de aproximadamente un 70 %, en particular mas de aproximadamente un 80 %, mas
en particular mas de aproximadamente un 90 % de la afinidad de union de un dominio Fc de IgG+ natural (o la molécula
de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que comprende un dominio Fc de IgG+ natural) por FcRn.

En determinados modos de realizacién, el dominio Fc se genomanipula para que tenga afinidad de unién reducida por
un receptor de Fc y/o funcién efectora reducida, en comparacién con un dominio Fc no genomanipulado. En modos
de realizacion particulares, el dominio Fc de la molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
comprende una 0 mas mutaciones aminoacidicas que reducen la afinidad de unién del dominio Fc por un receptor de
Fc y/o funcién efectora. Tipicamente, en cada una de las dos subunidades del dominio Fc esta presente la misma
mutacién o mutaciones aminoacidicas. En un modo de realizacién, la mutacion aminoacidica reduce la afinidad de
unién del dominio Fc por un receptor de Fc. En un modo de realizacion, la mutacion aminoacidica reduce la afinidad
de union del dominio Fc por un receptor de Fc en al menos 2 veces, al menos 5 veces o0 al menos 10 veces. En modos
de realizacién donde existe mas de una mutacién aminoacidica que reduce la afinidad de unién del dominio Fc por el
receptor de Fc, la combinacidon de estas mutaciones aminoacidicas puede reducir la afinidad de unién del dominio Fc
por un receptor de Fc en al menos 10 veces, al menos 20 veces o incluso al menos 50 veces. En un modo de
realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T 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 unién por un receptor de Fc en comparacién con una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende un dominio Fc no genomanipulado. En un modo de realizacion particular, el
receptor de Fc es un receptor de Fey. En algunos modos de realizacién, el receptor de Fc es un receptor de Fc humano.
En algunos modos de realizacion, el receptor de Fc es un receptor de Fc activador. En un modo de realizacion
especifico, el receptor de Fc es un receptor de Fcy humano activador, mas especificamente FcyRllla, FcyRI o FcyRlla
humano, lo mas especificamente FcyRIlla humano. Preferentemente, se reduce la union a cada uno de estos
receptores. En algunos modos de realizacion también se reduce la afinidad de unién por un componente del
complemento, especificamente |la afinidad de unidén por C1g. En un modo de realizacion, no se reduce la afinidad de
unién por el receptor de Fc neonatal (FcRn). La union sustancialmente similar a FcRn, es decir, la conservacion de la
afinidad de unién del dominio Fc por dicho receptor, se logra cuando el dominio Fc (o la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T que comprende dicho dominio Fc) presenta méas de aproximadamente un 70 %
de la afinidad de unién de una forma no genomanipulada del dominio Fc (o la molécula de unidon a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende dicha forma no genomanipulada del dominio Fc) por FcRn. El dominio Fc, o
las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencion que comprenden dicho
dominio Fc, pueden presentar méas de aproximadamente un 80 % e incluso mas de aproximadamente un 90 % de
dicha afinidad. En determinados modos de realizacion, el dominio Fc de la molécula de unidén a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T se genomanipula para que tenga funcién efectora reducida, en comparacion con un dominio
Fc no genomanipulado. La funcién efectora reducida puede incluir, pero no se limita a, una 0 mas de las siguientes:
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) reducida, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)
reducida, fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP) reducida, secrecion de citocinas reducida, captacion
de antigenos mediada por inmunocomplejos por células presentadoras de antigenos reducida, unién a linfocitos NK
reducida, unién a macréfagos reducida, union a monocitos reducida, union a células polimorfonucleares reducida,
seflalizacién directa que induce apoptosis reducida, entrecruzamiento de anticuerpos unidos a diana reducido,
maduracion de células dendriticas reducida o activacion de linfocitos T reducida. En un modo de realizacion, la funcién
efectora reducida es una o mas seleccionadas del grupo de CDC reducida, ADCC reducida, ADCP reducida y
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secrecién de citocinas reducida. En un modo de realizacién particular, la funcién efectora reducida es ADCC reducida.
En un modo de realizacién, la ADCC reducida es menor de un 20 % de la ADCC inducida por un dominio Fc no
genomanipulado (o una molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que comprende un
dominio Fc no genomanipulado).

En un modo de realizacién, la mutacién aminoacidica que reduce la afinidad de unién del dominio Fc por un receptor
de Fc y/o funcién efectora es una sustitucion aminoacidica. En un modo de realizacién, el dominio Fc comprende una
sustitucién aminoacidica en una posicién seleccionada del grupo de E233, L234, L235, N297, P331 y P329. En un
modo de realizacion mas especifico, el dominio Fc comprende una sustitucion aminoacidica en una posicion
seleccionada del grupo de L234, L235 y P329. En algunos modos de realizacion, el dominio Fc comprende las
sustituciones aminoacidicas L234A y L235A. En un modo de realizacion de este tipo, el dominio Fc es un dominio Fc
de 19G+, en particular un dominio Fc de 1gG1 humana. En un modo de realizacién, el dominio Fc comprende una
sustitucién aminoacidica en la posicién P329. En un modo de realizacién mas especifico, la sustitucion aminoacidica
es P329A o P329G, en particular, P329G. En un modo de realizacidon, el dominio Fc comprende una sustitucion
aminoacidica en la posicion P329 y una sustitucion aminoacidica adicional en una posicion seleccionada de E233,
L234, L235, N297 y P331. En un modo de realizacién mas especifico, la sustitucion aminoacidica adicional es E233P,
L234A, L235A, L235E, N297A, N297D o P331S. En modos de realizacion particulares, el dominio Fc comprende
sustituciones aminoacidicas en las posiciones P329, L234 y L235. En modos de realizacién mas particulares, el
dominio Fc comprende las mutaciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G ("P329G LALA"). En un modo de
realizacién de este tipo, el dominio Fc es un dominio Fc de 1gG+, en particular un dominio Fc de 19G+ humana. La
combinacién "P329G LALA" de sustituciones aminoacidicas suprime casi completamente la union de un dominio Fc
de |gG1 humana a un receptor de Fcy, como se describe en la publicacion PCT n.° WO 2012/130831, incorporada en
el presente documento por referencia en su totalidad. EI documento WO 2012/130831 también describe
procedimientos de preparacién de dichos dominios Fc mutantes y procedimientos para determinar sus propiedades
tales como union al receptor de Fc o funciones efectoras.

Los anticuerpos 19gG4 presentan una afinidad de unidn reducida por receptores de Fc y funciones efectoras reducidas
en comparacion con anticuerpos 1gG+. Por tanto, en algunos modos de realizacién, el dominio Fc de las moléculas de
unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencion es un dominio Fc de 1gGa, en particular un
dominio Fc de IgG4 humana. En un modo de realizacién, el dominio Fc de 1IgG4 comprende sustituciones aminoacidicas
en la posicion S228, especificamente la sustitucion aminoacidica S228P. Para reducir mas su afinidad de unién por
un receptor de Fc y/o su funcion efectora, en un modo de realizacidn, el dominio Fc de IgG4 comprende una sustitucion
aminoacidica en la posicién L235, especificamente la sustitucién aminoacidica L235E. En otro modo de realizacion,
el dominio Fc de IgGs comprende una sustitucion aminoacidica en la posicion P329, especificamente la sustitucién
aminoacidica P329G. En un modo de realizaciéon particular, el dominio Fc de |gGs comprende sustituciones
aminoacidicas en las posiciones $228, L235 y P329, especificamente las sustituciones aminoacidicas S228P, L235E
y P329G. Dichos mutantes de dominio Fc de 1gG4 y sus propiedades de unidn al receptor de Fcy se describen en la
publicacién PCT n.° WO 2012/130831, incorporada en el presente documento por referencia en su totalidad.

En un modo de realizaciéon particular, el dominio Fc que presenta afinidad de unién por un receptor de Fc reducida y/o
una funcién efectora reducida en comparacion con un dominio Fc de IgG+1 natural es un dominio Fc de IgG1 humana
que comprende las sustituciones aminoacidicas L234A, L235A y opcionalmente P329G, o un dominio Fc de 1gG4
humana que comprende las sustituciones aminoacidicas S228P, L235E y opcionalmente P329G.

En determinados modos de realizacidén se ha eliminado la N-glucosilacion del dominio Fc. En un modo de realizacion
de este tipo, el dominio Fc comprende una mutacion aminoacidica en la posicién N297, en particular, una sustitucion
aminoacidica que reemplaza asparagina por alanina (N297A) o acido aspartico (N297D).

Ademas de los dominios Fc descritos anteriormente en el presente documento y en la publicacion PCT n.° WO
2012/130831, los dominios Fc con unién a receptor de Fc y/o funcién efectora reducidas también incluyen aquellos
con sustitucién de uno o mas de los residuos 238, 265, 269, 270, 297, 327 y 329 del dominio Fc (patente de EE. UU.
n.° 6.737.056). Dichos mutantes de Fc incluyen mutantes de Fc con sustituciones en dos o0 mas de las posiciones de
aminoacido 265, 269, 270, 297 y 327, incluyendo el llamado mutante de Fc "DANA" con sustitucion de los residuos
265y 297 por alanina (patente de EE. UU. n.° 7.332.581).

Se pueden preparar dominios Fc mutantes por delecién, sustitucion, insercion o modificacion de aminoacidos usando
procedimientos genéticos o quimicos bien conocidos en la técnica. Los procedimientos genéticos pueden incluir
mutagénesis especifica de sitio de la secuencia de ADN codificante, PCR, sintesis génica y similares. Los cambios de
nucledtidos correctos se pueden verificar, por ejemplo, por secuenciacion.

La unién a receptores de Fc se puede determinar facilmente, por ejemplo, por ELISA, o por resonancia de plasmén
superficial (SPR) usando instrumentacion estandar tal como un instrumento BlAcore (GE Healthcare), y receptores de
Fc tales como los que se pueden obtener por expresidn recombinante. Un ensayo de union de este tipo adecuado se
describe en el presente documento. De forma alternativa, se puede evaluar la afinidad de unién de dominios Fc o
moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos que comprenden un dominio Fc por los
receptores de Fc usando lineas celulares conocidas por expresar receptores de Fc particulares, tales como linfocitos
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NK humanos que expresan el receptor de Feyllla.

La funcién efectora de un dominio Fc, o una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que
comprende un dominio Fc, se puede medir por procedimientos conocidos en la técnica. Un ensayo adecuado para
medir la ADCC se describe en el presente documento. Otros ejemplos de ensayos in vitro para evaluar la actividad de
ADCC de una molécula de interés se describen en la patente de EE. UU. n.° 5.500.362; Hellstrom et al., Proc Natl
Acad Sci USA 83, 7059-7063 (1986) y Hellstrom et al., Proc Natl Acad Sci USA 82, 1499-1502 (1985); patente de
EE. UU. n.°5.821.337; Bruggemann et al., J Exp Med 166, 1351-1361 (1987). De forma alternativa, se pueden emplear
procedimientos de ensayo no radioactivos (véase, por ejemplo, el ensayo de citotoxicidad no radioactivo ACTI™ para
citometria de flujo (CellTechnology, Inc. Mountain View, CA); y el ensayo de citotoxicidad no radioactivo CytoTox 96°
(Promega, Madison, WI)). Las células efectoras utiles para dichos ensayos incluyen leucocitos monomorfonucleares
en la sangre periférica (PBMC) y linfocitos citoliticos naturales (NK). De forma alternativa, o adicionalmente, la actividad
de ADCC de la molécula de interés se puede evaluar in vivo, por ejemplo, en un modelo animal tal como el divulgado
en Clynes et al., Proc Natl Acad Sci USA 95, 652-656 (1998).

En algunos modos de realizacion, se reduce la union del dominio Fc a un componente del complemento,
especificamente a C1q. En consecuencia, en algunos modos de realizacidon en los que se genomanipula el dominio
Fc para que tenga una funcién efectora reducida, dicha funcion efectora reducida incluye una CDC reducida. Se
pueden llevar a cabo ensayos de uniéon a C1q para determinar si la molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T se puede unir a C1qy, por tanto, tener actividad CDC. Véase, por ejemplo, ELISA de union
a C1gy C3c en los documentos WO 2006/029879 y WO 2005/100402. Para evaluar la activacion del complemento se
puede realizar un ensayo de CDC (véase, por ejemplo, Gazzano-Santoro ef al., J Immunol Methods 202, 163 (1996);
Cragg et al., Blood 101, 1045-1052 (2003); y Cragg y Glennie, Blood 103, 2738-2743 (2004)).

Modificaciones en el dominio Fc que promueven la heterodimerizacion

La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la invencidn comprende diferentes restos
de unién a antigeno, algunos de los cuales estan fusionados a una o a la otra de las dos subunidades del dominio Fc,
por tanto, las dos subunidades del dominio Fc estan comprendidas tipicamente en dos cadenas polipeptidicas no
idénticas. La coexpresion recombinante de estos polipéptidos y la posterior dimerizacion dan lugar a varias
combinaciones posibles de los dos polipéptidos. Para mejorar el rendimiento y la pureza de los anticuerpos
biespecificos de la invencién en la producciéon recombinante, sera ventajoso, por tanto, introducir en el dominio Fc de
los anticuerpos biespecificos de la invencion una modificacion que promueva la asociaciéon de los polipéptidos
deseados.

En consecuencia, en modos de realizacién particulares, el dominio Fc de los anticuerpos biespecificos de la invencion
comprende una modificacidon que promueve la asociacién de la primera y la segunda subunidad del dominio Fc. El
sitio de interaccion proteina-proteina mas extensa entre las dos subunidades de un dominio Fc de IgG humana esta
en el dominio CH3 del dominio Fc. Por tanto, en un modo de realizaciéon, dicha modificacién esta en el dominio CH3
del dominio Fc.

En un modo de realizacién especifico, dicha modificacién es una modificacion llamada "botén en ojal", que comprende
una modificacién de "botén" en una de las dos subunidades del dominio Fc y una modificacion de "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 ("botdén") 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 puede
situar en la cavidad para promover la formacién de heterodimeros y dificultar la formacién 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 tamafio idéntico o similar a las protuberancias en la interfase del segundo polipéptido reemplazando cadenas
laterales de aminoacido grandes por otras mas pequefias (por ejemplo, alanina o treonina).

En consecuencia, en un modo de realizacién particular, en el dominio CH3 de la primera subunidad del dominio Fc de
los anticuerpos biespecificos de la invencién se reemplaza un residuo de aminoacido por un residuo de aminoacido
que tiene un volumen de cadena lateral mas grande, generando de este modo una protuberancia en el dominio CH3
de la primera subunidad que se puede colocar en una cavidad dentro del dominio CH3 de la segunda subunidad, y en
el dominio CH3 de la segunda subunidad del dominio Fc se reemplaza un residuo de aminoacido por un residuo de
aminoacido que tiene un volumen de cadena lateral mas pequefio, generando de este modo una cavidad dentro del
dominio CH3 de la segunda subunidad en el que se puede colocar la protuberancia dentro el dominio CH3 de la
primera subunidad.

La protuberancia y la cavidad se pueden realizar alterando el acido nucleico que codifica los polipéptidos, por ejempilo,
por mutagénesis especifica de sitio o por sintesis peptidica.
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En un modo de realizacion especifico, en el dominio CH3 de la primera subunidad del dominio Fc se reemplaza el
residuo de treonina en la posicién 366 por un residuo de triptéfano (T366W), y en el dominio CH3 de la segunda
subunidad del dominio Fc se reemplaza el residuo de tirosina en la posicion 407 por un residuo de valina (Y407V). En
un modo de realizacion, en la segunda subunidad del dominio Fc adicionalmente se reemplaza el residuo de treonina
en la posicidn 366 por un residuo de serina (T366S) y se reemplaza el residuo de leucina en la posicién 368 por un
residuo de alanina (L368A).

Auln en otro modo de realizacidn, en la primera subunidad del dominio Fc se reemplaza adicionalmente el residuo de
serina en la posicidn 354 por un residuo de cisteina (S354C), y en la segunda subunidad del dominio Fc se reemplaza
adicionalmente el residuo de tirosina en la posicién 349 por un residuo de cisteina (Y349C). La introduccién de estos
dos residuos de cisteina da como resultado la formacidn de un puente disulfuro entre las dos subunidades del dominio
Fc, estabilizando adicionalmente el dimero (Carter, J Immunol Methods 248, 7-15 (2001)).

En un modo de realizacion alternativo, una modificacion que promueve la asociacién de la primera y la segunda
subunidad del dominio Fc comprende una modificacion que media en los efectos de conduccién electrostatica, por
ejemplo, como se describe en el documento WO 2009/089004. En general, este procedimiento implica el reemplazo
de uno 0 mas residuos de aminoéacido en la interfase de las dos subunidades del dominio Fc por residuos de
aminoacido cargados de modo que la formacion de homodimeros se vuelve electrostaticamente desfavorable, pero la
heterodimerizacién es electrostaticamente favorable.

En un modo de realizacién, una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que se une a
FolR1 y a CD3 de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacién anteriores comprende una molécula de
inmunoglobulina G (IgG) con dos sitios de union especificos para FolR1, en la que la parte Fc de la primera cadena
pesada comprende un primer mddulo de dimerizacién y la parte Fc de la segunda cadena pesada comprende un
segundo mddulo de dimerizacidn que permite una heterodimerizacidon de las dos cadenas pesadas de la molécula de
19G.

En otro modo de realizacidn preferente, el primer modulo de dimerizacion comprende botones y el segundo mddulo
de dimerizaciéon comprende ojales de acuerdo con la estrategia de botones en ojales (véase Carter P.; Ridgway J.B.B.;
Presta L.G.: Immunotechnology, volumen 2, numero 1, febrero de 1996, pag. 73-73(1)).

Propiedades biolégicas y caracteristicas funcionales de las moléculas de unién a antigeno biespecificas
activadoras de linfocitos T

Un experto en la técnica puede apreciar la eficacia ventajosa de una molécula que distingue selectivamente entre
células cancerosas y células sanas no cancerosas. Una forma de lograr este objetivo es mediante seleccién de dianas
adecuadas. Se pueden emplear marcadores expresados exclusivamente en células tumorales para dirigir
selectivamente moléculas o células efectoras a células tumorales, evitando al mismo tiempo las células normales que
no expresan dicho marcador. Sin embargo, en algunos casos, los denominados marcadores de células tumorales
también se expresan en tejido normal, aunque a niveles menores. Esta expresion en tejido normal plantea la posibilidad
de toxicidad. Por tanto, existia una necesidad en |la técnica de moléculas que se pudieran dirigir de forma mas selectiva
a células tumorales. La invencidon descrita en el presente documento proporciona moléculas de unién a antigeno
biespecificas activadoras de linfocitos T que se dirigen selectivamente a células tumorales que expresan FolR1y no
a células normales no cancerosas que expresan FolR1 a niveles bajos 0 no lo expresan en absoluto. En un modo de
realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende al menos dos,
preferentemente dos, restos de union a FolR1 de afinidad relativamente baja que confieren un efecto de avidez que
permite |la diferenciacion entre células con expresion de FolR1 altay baja. Debido a que las células tumorales expresan
FolR1 a niveles altos o intermedios, este modo de realizacion de la invencion se une selectivamente a y/o induce la
destruccion de células tumorales y no de células normales no cancerosas que expresan FolR1 a niveles bajos o no lo
hacen en absoluto. En un modo de realizacién, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
esta en el formato 2+1 invertido. En un modo de realizacidn, la molécula de unidén a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T induce la destruccién mediada por linfocitos T de las células tumorales positivas para FolR1 y no de las
células no tumorales y comprende un resto de union al antigeno CD3 que comprende la CDR1 de la cadena pesada
de SEQ ID NO: 37, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 38, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO:
39, la CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 32, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 33, y la CDR3 de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 34 y dos restos de union al antigeno FolR1 que comprenden cada uno la CDR1 de la
cadena pesada de SEQ ID NO: 8, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 9, la CDR3 de la cadena pesada de
SEQ ID NO: 50, la CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 52, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 53, y la
CDR3 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 54.

En un modo de realizacidon especifico, la molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T no induce
la destruccién de células normales que tienen menos de aproximadamente 1000 copias de FolR1 en su superficie.

Ademas de las caracteristicas ventajosas anteriores, un modo de realizacidon de la invencidon no requiere que se

produzca entrecruzamiento quimico o un enfoque hibrido. En consecuencia, en un modo de realizacion, la invencion
proporciona una molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que se puede producir en células
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CHO. En un modo de realizacién, la molécula de unidén a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende
polipéptidos humanizados y humanos. En un modo de realizacidon, la molécula de uniéon a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T no causa entrecruzamiento de FcyR. En un modo de realizacidon de este tipo, la molécula de
unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se puede producir en las células CHO y comprende un resto
de union al antigeno CD3 que comprende la CDR1 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 37, la CDR2 de |la cadena
pesada de SEQ ID NO: 38, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 39, la CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID
NO: 32, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 33, y la CDR3 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 34 y dos restos
de unién al antigeno FolR1 que comprenden cada uno la CDR1 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 8, la CDR2 de
la cadena pesada de SEQ ID NO: 9, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 50, la CDR1 de la cadena ligera
de SEQ ID NO: 52, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 53, y la CDR3 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 54.

Como se indica anteriormente, algunos modos de realizacién contemplados en el presente documento incluyen
moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T que tienen dos restos de unidn que confieren
unién especifica a FolR1 y un resto de unién que confiere especificidad para el antigeno activador de linfocitos T CD3,
en la que cada resto de unién a FolR1 individual se acopla al antigeno con baja afinidad. Dado que la molécula
comprende dos restos de unién a antigeno que confieren unién a FolR1, la avidez global de la molécula, no obstante,
proporciona una unién eficaz a células diana que expresan FolR1 y una activacion eficaz de linfocitos T para inducir
la funcion efectora de los linfocitos T. Teniendo en cuenta que, aunque FolR1 se expresa a niveles diversos en células
tumorales, también se expresa a niveles muy bajos (por ejemplo, menos de aproximadamente 1000 copias en la
superficie celular) en determinadas células normales, un experto en la técnica puede reconocer facilmente la eficacia
ventajosa de dicha molécula para su uso como agente terapéutico. Dicha molécula se dirige selectivamente mas a
células tumorales que a células normales. Por tanto, dicha molécula se puede administrar a un individuo que necesite
la misma con una preocupacién significativamente menor por la toxicidad resultante de células normales que expresan
FolR1 en comparacion con las moléculas que se unen a FolR1 con alta afinidad para inducir la funcién efectora.

En un modo de realizacién, la molécula de unidén a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se une a FolR1
humano con una Kp aparente de aproximadamente 5,36 pM a aproximadamente 4 nM. En un modo de realizacion, la
molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se une a FolR1 humano y de macaco cangrejero
con una Kp aparente de aproximadamente 4 nM. En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T se une a FolR1 murino con una Kp aparente de aproximadamente 1,5 nM. En
un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se une a FoIR1 humano
con una Kp de union monovalente de al menos aproximadamente 1000 nM. En un modo de realizacion especifico, la
molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se une a FolR1 humano y de macaco cangrejero
con una Kp aparente de aproximadamente 4 nM, se une a FolR1 murino con una Kp aparente de aproximadamente
1,5 nM y comprende un resto de unioén al antigeno CD3 que comprende la CDR1 de la cadena pesada de la SEQ ID
NO: 37, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 38, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 39, la CDR1
de la cadena ligera de SEQ ID NO: 32, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 33, y la CDR3 de la cadena ligera
de SEQ ID NO: 34 y dos restos de unidn al antigeno FolR1 que comprenden cada uno la CDR1 de la cadena pesada
de SEQ ID NO: 8, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 9, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 50,
la CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 52, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 53, y la CDR3 de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 54. En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T se une al FolR1 humano con una Ko de unién monovalente de al menos aproximadamente 1000 nM y
comprende un resto de union al antigeno CD3 que comprende la CDR1 de la cadena pesada de la SEQ ID NO: 37, la
CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 38, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 39, la CDR1 de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 32, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 33, y la CDR3 de la cadena ligera de
SEQ ID NO: 34 y dos restos de unién al antigeno FolR1 que comprenden cada uno la CDR1 de la cadena pesada de
SEQ ID NO: 8, la CDR2 de |la cadena pesada de SEQ ID NO: 9, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 50, la
CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 52, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 53, y la CDR3 de la cadena
ligera de SEQ ID NO: 54.

Como se describe anteriormente, las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T
contempladas en el presente documento pueden inducir funcidon efectora de los linfocitos T, por ejemplo, expresién de
marcadores de superficie celular, produccién de citocinas, destruccidon mediada por linfocitos T. En un modo de
realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T induce la destruccién mediada por
linfocitos T de la célula diana que expresa FolR1, tal como una célula tumoral humana, in vitro. En un modo de
realizacién, el linfocito T es un linfocito T CD8 positivo. Los ejemplos de células tumorales humanas que expresan
FolR1 incluyen, pero no se limitan a, células Hela, Skov-3, HT-29 y HRCEpIC. Otras células cancerosas humanas que
expresan FolR1 que se pueden usar para pruebas in vitro estan facilmente disponibles para el experto en la técnica.
En un modo de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T induce la destruccion
mediada por linfocitos T de la célula tumoral humana que expresa FolR1 in vitro con una CE50 de entre
aproximadamente 36 pM y aproximadamente 39573 pM después de 24 horas. Se contemplan especificamente
moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T que inducen la destruccion mediada por
linfocitos T de la célula tumoral que expresa FolR1 in vitro con una CE50 de aproximadamente 36 pM después de
24 horas. En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T induce la
destruccion mediada por linfocitos T de la célula tumoral que expresa FolR1 in vitro con una CE50 de aproximadamente
178,4 pM después de 24 horas. En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
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de linfocitos T induce la destruccién mediada por linfocitos T de la célula tumoral que expresa FolR1 in vitro con una
CE50 de aproximadamente 134,5pM o mayor después de 48 horas. La CE50 se puede medir mediante
procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante procedimientos descritos en el presente documento
por los ejemplos.

En un modo de realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de cualquiera de
los modos de realizacion anteriores induce la regulacidon por incremento de la expresion en la superficie celular de al
menos uno de CD25 y CD69 en el linfocito T, medida por citometria de flujo. En un modo de realizacidn, el linfocito T
es un linfocito T CD4 positivo o un linfocito T CD8 positivo.

En un modo de realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de cualquiera de
los modos de realizacion anteriores se une a FolR1 que se expresa en una célula tumoral humana. En un modo de
realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de cualquiera de los modos de
realizacién anteriores se une a un epitopo conformacional de FolR1 humano. En un modo de realizacién, la molécula
de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de cualquiera de los modos de realizacidn anteriores no se
une al receptor de folato 2 (FolR2) humano ni al receptor de folato 3 (FolR3) humano. En un modo de realizacion de
la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de cualquiera de los modos de realizacion
anteriores, el resto de unidén a antigeno se une a un polipéptido de FolR1 que comprende los aminoacidos 25 a 234
de FolR1 humano (SEQ ID NO: 227). En un modo de realizacion de la molécula de unidén a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T de cualquiera de los modos de realizacion anteriores, el resto de unidén a antigeno FolR1 se
une a un polipéptido de FolR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 227, 230y 231,y en la
que el resto de unién a antigeno FolR1 no se une a un polipéptido de FolR que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 228 y 229. En un modo de realizacion especifico, la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T comprende un resto de unién al antigeno FolR1 que se une a un polipéptido de FolR1 que
comprende la secuencia de aminoéacidos de las SEQ ID NO: 227, 230 y 231, y en la que el resto de unidn al antigeno
FolR1 no se une a un polipéptido de FolR que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 228 y 229, y
comprende un resto de unién al antigeno CD3 que comprende la CDR1 de |la cadena pesada de SEQ ID NO: 37, la
CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 38, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 39, la CDR1 de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 32, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 33 y la CDR3 de la cadena ligera de
SEQ ID NO: 34 y dos restos de unién al antigeno FolR1 que cada uno comprende la CDR1 de |la cadena pesada de
SEQ ID NO: 8, la CDR2 de |la cadena pesada de SEQ ID NO: 9, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 50, la
CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 52, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 53 y la CDR3 de la cadena
ligera de SEQ ID NO: 54.

Con respecto al FolR1, las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T contempladas en
el presente documento pueden tener un efecto agonista, antagonista o neutro. Los ejemplos de efecto agonista
incluyen induccidn o potenciacion de la sefializacién a través de FolR1 tras el acoplamiento del resto de unién a FolR1
con el receptor FolR1 en la célula diana. Los ejemplos de actividad antagonista incluyen anulacién o reduccién de la
seflalizacidon a través de FolR1 tras el acoplamiento del resto de unién a FolR1 con el receptor FolR1 en la célula
diana. Esto se puede producir, por ejemplo, al bloguear o reducir la interaccién entre folato y FolR1.

Antagonistas de la unién aleje de PD-1 ejemplares para su uso en la invencién

En el presente documento se proporcionan procedimientos para tratar o retrasar la progresién del cancer en un
individuo, que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T y un antagonista de la unién al eje de PD-1. Por ejemplo, un antagonista de la
unién al eje de PD-1 incluye un antagonista de la union a PD-1, un antagonista de la union a PDL1 y un antagonista
de la unién a PDL2. Los nombres alternativos para "PD-1" incluyen CD279 y SLEB2. Los nombres alternativos para
"PDL1" incluyen B7-H1, B7-4, CD274 y B7-H. Los nombres alternativos para "PDL2" incluyen B7-DC, Btdc y CD273.
En algunos modos de realizacion, PD-1, PDL1y PDL2 son PD-1, PDL1 y PDL2 humanos.

En algunos modos de realizacidn, el antagonista de la union a PD-1 es una molécula que inhibe la unién de PD-1 a
sus compafieros de unién ligandos. En un aspecto especifico, los compafieros de union ligandos de PD-1 son PDL1
y/o PDL2. En otro modo de realizacién, un antagonista de la unién a PDL1 es una molécula que inhibe la unién de
PDL1 a sus compafieros de union. En un aspecto especifico, los compafieros de union de PDL1 son PD-1 y/fo B7-1.
En otro modo de realizacion, el antagonista de la unién a PDL2 es una molécula que inhibe la union de PDL2 a sus
compafieros de union. En un aspecto especifico, un compafiero de unién a PDL2 es PD-1. El antagonista puede ser
un anticuerpo, un fragmento de unién a antigeno del mismo, una inmunoadhesina, una proteina de fusion u
oligopéptido. En algunos modos de realizacién, el antagonista de la uniéon a PD-1 es un anticuerpo anti-PD-1 (por
ejemplo, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo quimérico). En algunos modos de
realizacién, el anticuerpo anti-PD-1 se selecciona del grupo que consiste en nivolumab, pembrolizumaby CT-011. En
algunos modos de realizacion, el antagonista de la union a PD-1 es una inmunoadhesina (por ejemplo, una
inmunoadhesina que comprende una parte extracelular o de unién a PD-1 de PDL1 o PDL2 fusionada a una region
constante (por ejemplo, una regién Fc de una secuencia de inmunoglobulina). En algunos modos de realizacion, el
antagonista de la unién a PD-1 es AMP-224. Nivolumab, también conocido como MDX-1106-04, MDX-1108, ONO-
4538, BMS-936558 y OPDIVO® es un anticuerpo anti-PD-1 descrito en el documento WO2006/121168.
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Pembrolizumab, también conocido como MK-3475, Merck 3475, lambrolizumab, KEYTRUDA® y SCH-900475, es un
anticuerpo anti-PD-1 descrito en el documento W0O2009/114335. CT-011, también conocido como hBAT o hBAT-1, es
un anticuerpo anti-PD-1 descrito en el documento W02009/101611. AMP-224, también conocido como B7-DClg, es
un receptor soluble de fusidn de PDL2-Fc descrito en los documentos WO2010/027827 y WO2011/066342.

En algunos modos de realizacion, el anticuerpo anti-PD-1 es nivolumab (nimero de registro de CAS: 946414-94-4).
Todavia en otro modo de realizacion, se proporciona un anticuerpo anti-PD-1 aislado que comprende una regidn
variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la regidn variable de la cadena pesada
de SEQ ID NO: 274 y/o una regién variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la
regién variable de la cadena ligera de SEQ ID NO: 275. Todavia en otro modo de realizacidn, se proporciona un
anticuerpo anti-PD-1 aislado que comprende una secuencia de la cadena pesada y/o una de la cadena ligera, en el
que:

(a) la secuencia de la cadena pesada tiene al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un

92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un
98 %, al menos un 99 % o un 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de la cadena pesada:

DGSKRY YADSVEGRETISRDNSKNTLFLOMNSLRAED TAVY YCATNDBDYWGOG
TLVTVSSASTKGPS VEPLAPCSRETSESTAALGOLVED Y FPEPVTIVEWNSGALTSG
VHTFPAVLOSSGLY SLESVVTVPSSSLOTR Y TONVDHKPSNTK VKR VESK YGP
POPPCPAPEFLGOPS VELEPPRPROTEMISR TPEVTOVYVDVSOEDPEVOFN WY VD
GVEVHNAKTKPREEQENSTYRVVSVLTVLHODWENGKEYKCK VSNKGLPSSIER
TISKAKGOPREROVY TLPPSORE , SNGOPEN

NYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHY TOKSLSL

SLAK (sEQIDNO: 274), 0

(b) la secuencia de la cadena ligera tiene al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %,
al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al
menos un 99 % o un 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de la cadena ligera:

EIVLTOSPATLSLAPGERATLECRASOSVESY LAWY QUK PGUAPRLLIYDASNRAT
GIPARFRGSGIGTDFTLUTISSLEPEDFAVY YCQOSSNWER TFGOGTRVEIKRTVAA

PRVEIFPPRDEQLESGTASVVCLLNNPY PREARKVOWERVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSESSTETUSKADYERHKVY AUEVTHOGESSPYTREINR G

et

L (sEQ ID NO: 275).

En algunos modos de realizacién, el anticuerpo anti-PD-1 es pembrolizumab (numero de registro de CAS: 1374853-
91-4). Todavia en otro modo de realizacidn, se proporciona un anticuerpo anti-PD-1 aislado que comprende una region
variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la regidn variable de la cadena pesada
de SEQ ID NO: 276 y/o una regién variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la
regién variable de la cadena ligera de SEQ ID NO: 277. Todavia en otro modo de realizacidn, se proporciona un
anticuerpo anti-PD-1 aislado que comprende una secuencia de la cadena pesada y/o una de la cadena ligera, en el
que:

(a) la secuencia de la cadena pesada tiene al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un
92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un
98 %, al menos un 99% o un 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de la cadena pesada:
VQLVOSOVE

VEEPGASVEVSCEASGYTEFT NYYMYWVROA POOGUEWRMGG INPSNGGTNE
MERFEMRVTLTTRSITITAY MELESLOFRD TAVYYUARRDYRFEDMOGFIYW

GUOTTVIVESASTROPSVEP LAPUSEETSE STAALGCLYROYEPEPYTYS
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WNSGALTSGVHTFPAVLOSS GLYSLESVVT VPSSSLOTRTY TONVDHEPS
NTRVOKRVESK YGEFPCPPOE APEFLGGPSY FLEPPEPKD TUMISRTIEVT
CVYVIVSOEDPEVOFNWY VI GVEVHNAKTK PREEQFNSTYRVVSVLTVLH
QW LNGKEYKCKVENKEGLPS SIBKTISKAK GOPREPOVY TLPPSOEEMIK
NOVSLTCLVKGFYPSDIAVE WESNGOPENN YKTTPPVLDSDGSFFLYSRL
TVDKSRWOQEGNVFSCSVMHE ALHRHYTOKS LSLSLGK (s£q 1D NO: 276) o

(b) la secuencia de la cadena ligera tiene al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %,
al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al
menos un 99 % o un 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de la cadena ligera:

EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASKOVSTSGY SYLHWY QOEPGOAPRLLIYLAS
YEESGVYPARFSOSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQUHRRDLPLTFGGOTRKVEIKR
TYAAPSVIIEPPRDEGLESOTASYVULINKNTY PREAKY QWK VDRNALDSUNSOHESY

!H,}E)%M}\i‘k%i\\nH"*;E\M}‘: ERHENVY AUEVITHQULSEPV T KEFKRGED (SEQ ID NO:
277).

En algunos modos de realizacidn, el antagonista de la unién a PDL1 es un anticuerpo anti-PDL1. En algunos modos
de realizacién, el antagonista de unién anti-PDL1 se selecciona del grupo que consiste en YW243.55.570,
MPDL3280A, MDX-1105 y MEDI4736. MDX-1105, también conocido como BMS-936559, es un anticuerpo anti-PDL1
descrito en el documento WO2007/005874. El anticuerpo YW243.55.S70 (secuencias de la regién variable de la
cadena pesada y ligera mostradas en las SEQ ID NO: 20 y 21, respectivamente) es un anti-PDL1 descrito en el
documento WO 2010/077634 A1. MEDI4736 es un anticuerpo anti-PDL1 descrito en los documentos W02011/066389
y US2013/034559, cada uno incorporado en el presente documento por referencia como se expone en su totalidad.

Los ejemplos de anticuerpos anti-PDL1 Utiles para los procedimientos de la presente invencién y los procedimientos
para preparar los mismos se describen en la solicitud de patente PCT WO 2010/077634 A1y en la patente de EE. UU.
n.° 8.217.149, cada una incorporada en el presente documento por referencia como se expone en su totalidad.

En algunos modos de realizacién, el antagonista de la unién al eje de PD-1 es un anticuerpo anti-PDL1. En algunos
modos de realizacién, el anticuerpo anti-PDL1 puede inhibir la unién entre PDL1 y PD-1 y/o entre PDL1 y B7-1. En
algunos modos de realizacion, el anticuerpo anti-PDL1 es un anticuerpo monoclonal. En algunos modos de realizacion,
el anticuerpo anti-PDL1 es un fragmento de anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en fragmentos Fab, Fab'-
SH, Fv, scFv o (Fab')2. En algunos modos de realizacion, el anticuerpo anti-PDL1 es un anticuerpo humanizado. En
algunos modos de realizacion, el anticuerpo anti-PDL1 es un anticuerpo humano.

Los anticuerpos anti-PDL1 utiles en la presente invencidn, incluyendo composiciones que contienen dichos
anticuerpos, tales como las descritas en el documento WO 2010/077634 A1, se pueden usar en combinacién con una
molécula de unién a antigeno activadora de linfocitos T y, opcionalmente, un anticuerpo antagonista anti-TIM3 para
tratar el cancer. En algunos modos de realizacién, el anticuerpo anti-PDL1 comprende una regidn variable de la cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 382y la region variable de la cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 383.

En un modo de realizacion, el anticuerpo anti-PDL1 contiene un polipéptido de regién variable de la cadena pesada
que comprende una secuencia de HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, en el que:

(a) la secuencia de HVR-H1 es (3FTESXISWIH (SEQ ID NO: 283);

(b) la secuencia de HVR-H2 es & W IKYEYOGURSYIYYADSY KL (SEQID NO: 284);
(c) la secuencia de HVR-H3 es W HWP{GFIXY (SEQ ID NO: 285);

enlaque ademas: X1esDoG; X2esSolL; X3esToS.

En un aspecto especifico, X1 es D; X2 es Sy X3 es T. En otro aspecto, el polipéptido comprende ademas secuencias
estructurales de la cadena pesada de regién variable yuxtapuestas entre las HVR de acuerdo con la férmula:
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(HC-FR1)-(HVR-H1)-(HC-FR2)-(HVR-H2)-(HC-FR3)-(HVRH3)-(HC-FR4). AlUn en otro aspecto, las secuencias
estructurales se derivan de secuencias estructurales consenso humanas. En otro aspecto, las secuencias
estructurales son la secuencia estructural consenso de subgrupo lll de VH. Todavia en otro aspecto, al menos una de
las secuencias estructurales es la siguiente:

HC-FR1 es EVQLVESGGGLYOPGGSLRLSCAAS (SEQ ID NO: 295)

HC-FR2 es WWROQAPGKGTEWW (SEQ ID NO: 296)

HC-FR3 es RFTINADTSENTAYLOMNSLRAEDTAVYYC AR (SEQID NO: 297)
HC-FR4 es WOQGTLVTVIA (SEQID NO: 298).

Todavia en otro aspecto, el polipéptido de cadena pesada se combina ademas con una cadena ligera de la regién
variable que comprende una HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3, en la que:

(a) la secuencia de HVR-L1 es RASINAXNIXHTXTXHA (SEQ ID NO: 286):
(b) la secuencia de HVR-L2 es SARXTIL X108 (SEQ ID NO: 287);
(c) la secuencia de HVR-L3 es REIXTIRIZXTINTAPXIZT (sEq 1D NO: 288);

enlaque ademas: X4desDoV; X5esVol, X6esSoN; X7esAoF, X8esVolL X9esFoT, X10esY oA, X11
esY, G F, 08, X12esL, Y, FoW; X13esY, N, A T, G Fol; X14esH,V,P, Tol, X15es A, W, R, PoT.

Todavia en otro aspecto, X4 es D; X5esV; X6es S; X7 es A; X8esV; X9esF; X10es Y; X11es Y; X12es L; X13
es Y; X14 es H; X15 es A. Todavia en otro aspecto, la cadena ligera comprende ademas secuencias estructurales de
la cadena ligera de la region variable yuxtapuestas entre las HVR de acuerdo con la formula: (LC-FR1)-(HVR-F1)-
(LC-FR2)-(HVR-F2)-(LC-FR3)-(HVR-L3)-(LCFR4).

Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales se derivan de secuencias estructurales consenso humanas.

Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales son una estructura consenso de VL kappa |. Todavia en otro
aspecto, al menos una de las secuencias estructurales es la siguiente:

LC-FR1 es B PQEFSSLIARVGIRVTITT (SEQID NO: 300)

LC-FR2 es WY MK PGKAPKLLIY (SEQID NO: 301)

LC-FR3 es GVPSRESGSGSGTDFTLTISSLOPEDRDFATYYC (SEQID NO: 302)
LC-FR4 es FGOGTEVEIKR (SEQ ID NO: 303).

En otro modo de realizacion, se proporciona un anticuerpo anti-PDL1 aislado o un fragmento de unién a antigeno que
comprende una secuencia de la region variable de la cadena pesada y una de la cadena ligera, en el que:

(a) la cadena pesada comprende una HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, en el que ademas:

(i) la secuencia de HVR-H1 es {FFTFSX { SWIE (SEQ ID NO: 283)

(i) la secuencia de HVR-H2 es AWINIPYEOSXIYYADSVEL (SEQID NO: 284)
(iii) la secuencia de HVR-H3 es REAWPRGGEDY (SEQ ID NO: 285)

(b) la cadena ligera comprende una HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3, en la que ademas:

(i) la secuencia de HVR-L1 es RAMIKINIXGTXTRRA (SEQ ID NO: 286)

(ii) la secuencia de HVR-L2 es SASXOLXIUS (seq D NO: 287)

(iii) la secuencia de HVR-L3 es QIX11X 12X IIXNTAPXIST (SEQ ID NO: 288)

enlaque ademéas: X1esDo G, X2esSoL; X3esToSG; XdesDoV; X5esVol, X6esSoN; X7esAoF; X8es
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VoL X9esFoT; X10esY0oA X11esY, G, F,08; X12esL,Y, FoW; X13esY, N, A T,G Fol X14esH, V, P,
Tol; X15es AW R, PoT.

En un aspecto especifico, X1 es D; X2 es Sy X3 es T. En otro aspecto, X4 es D; X5es V; X6es S; X7 es A, X8es V;
X9esF, X10esY; X11esY; X12es F; X13 es Y; X14 es H; X15 es A. Aln en otro aspecto, X1 es D; X2es Sy X3 es
T, XdesD; X5esV; X6esS; X7 es A; X8esV; X9esF; X10esVY; X11esY; X12esL; X13es Y; X14esHy X15es
A.

En otro aspecto, |la region variable de la cadena pesada comprende una o mas secuencias estructurales yuxtapuestas
entre las HVR como: (HC-FR1)-(HVR-H1)-(HC-FR2)-(HVR-H2)-(HCFR3)-(HVR-H3)-(HC-FR4), y las regiones
variables de la cadena ligera comprenden una o mas secuencias estructurales yuxtapuestas entre las HVR como:
(LC-FR1)-(HVR-L1)-(LC-FR2)-(HVRL2)-(LC-FR3)-(HVR-L3)-(LC-FR4). Todavia en otro aspecto, las secuencias
estructurales se derivan de secuencias estructurales consenso humanas. Todavia en otro aspecto, las secuencias
estructurales de la cadena pesada se derivan de una secuencia del subgrupo I, Il o lll de Kabat. Todavia en otro
aspecto, la secuencia estructural de la cadena pesada es una secuencia estructural consenso de subgrupo Il de VH.
Todavia en otro aspecto, una o mas de las secuencias estructurales de cadena pesada es la siguiente:

HC-FR1 EYQIT VERGGGELVOPGGRLELSCAAS (SEQ ID NO: 295)

HC-FR2 WY RIAPGKGLEWY (SEQ ID NO: 296)
HC-FRIRFTISADTERNTAYLOMNSLRAEDTAVY Y AR (SEQID NO: 297)
HC-FR4 WG TEVWTVEA (SEQID NO: 298).

Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera se derivan de una secuencia del subgrupo
kappa I, Il, Il o IV de Kabat. Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera son una
secuencia estructural consenso de VL kappa |. Todavia en otro aspecto, una 0 mas de las secuencias estructurales
de la cadena ligera es la siguiente:

LC-FR1T EMIMTOQSPSSLSASVODRYTITTC (SEQID NO: 300)

LC-FRI-CGIVRERFSOGRGROTDFTLITIRRLOPEDFATYY( (SEQIDNO: 302)
LC-FR4 FGRMFTEWETRR (SEQ ID NO: 303).

Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo comprende ademas una region constante humana o murina. Todavia
en otro aspecto, la regién constante humana se selecciona del grupo que consiste en 1gG1, 1gG2, 19gG2, 1gG3, 1gG4.
Todavia en otro aspecto especifico, la regiéon constante humana es IgG1. Todavia en otro aspecto, la regidon constante
murina se selecciona del grupo que consiste en 1gG1, 1gG2A, 1gG2B, 1gG3. Todavia en otro aspecto, la region
constante murina es IgG2A. Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo tiene una funcion efectora reducida o
minima. Todavia en otro aspecto especifico, la funcién efectora minima es el resultado de una "mutacion de Fc de
anulacion de la funcidon efectora” o aglucosilacién. En otro modo de realizacién mas, la mutacién de Fc de anulacion
de la funcion efectora es una sustitucién N297A o D265A/N297A en la regidn constante.

Auln en otro modo de realizacidén se proporciona un anticuerpo anti-PDL1 que comprende una secuencia de la region
variable de la cadena pesada y una de la cadena ligera, en el que:

(a) la cadena pesada comprende ademas una secuencia de HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3 que tiene al menos un 85 %
de identidad de secuencia con {3FTFSIISWIH (SEQ ID NO: 289), AW ISEFYGGSTY Y ADRSVRG (SEQ ID
NO: 290) y RHWPGGRIFY (SEQ ID NO: 291), respectivamente, o

(b) la cadena ligera comprende ademas una secuencia de HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3 que tiene al menos un 85 % de
identidad de secuencia con RABQDVSETAVA (SEQ ID NO: 292), SASFLYS (SEQ ID NO: 293) y
QUYLYHPAT (SEQ ID NO: 294), respectivamente. En un aspecto especifico, la identidad de secuencia es un
86 %, un 87 %, un 88 %, un 89 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un
98 %, un 99 % o un 100 %. En otro aspecto, la regidn variable de la cadena pesada comprende una o mas secuencias
estructurales yuxtapuestas entre las HVR como: (HCFR1)-(HVR-H1)-(HC-FR2)-(HVR-H2)-(HC-FR3)-(HVR-H3)-

(HC-FR4), y las regiones variables de la cadena ligera comprenden una o mas secuencias estructurales yuxtapuestas
entre las HVR como: (LC-FR1)-(HVR-L1)-(LC-FR2)-(HVR-L2)-(LC-FR3)-(HVR-L3)-(LC-FR4). Aln en otro aspecto, las
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secuencias estructurales se derivan de secuencias estructurales consenso humanas. Todavia en otro aspecto, las
secuencias estructurales de la cadena pesada se derivan de una secuencia del subgrupo |, Il o lll de Kabat. Todavia
en otro aspecto, la secuencia estructural de la cadena pesada es una secuencia estructural consenso de subgrupo Il
de VH. Todavia en otro aspecto, una 0 mas de las secuencias estructurales de cadena pesada es la siguiente:

HC-FR1 EVQLYVESGGGLVOPGLSLRISUCAAR (SEQID NO: 295)
HC-FR2 W¥WRQAPGKGLEWY (SEQID NO: 296)
He-FR3 RETISADTSKENTAYLOMNSLRAEDTAVYYUAR (seq 1D NO: 207)

Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera se derivan de una secuencia del subgrupo
kappa I, Il, Il o IV de Kabat. Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera son una
secuencia estructural consenso de VL kappa |. Todavia en otro aspecto, una 0 mas de las secuencias estructurales
de la cadena ligera es la siguiente:

LC-FR1 DHIMTOSPRSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 300)

LC-FR2 WY X PUORAFKRILILIY (SEQIDNO: 301)
LC-FR3 GVPSRFRGSGRITDETLTISRLOPEDFATYYC (SEQID NO: 302)
LC-FR4 ¥ GTENEIKR (SEQ ID NO: 303).

Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo comprende ademas una region constante humana o murina. Todavia
en otro aspecto, la regién constante humana se selecciona del grupo que consiste en 1gG1, 1gG2, 19gG2, 1gG3, 1gG4.
Todavia en otro aspecto especifico, la regiéon constante humana es IgG1. Todavia en otro aspecto, la regidon constante
murina se selecciona del grupo que consiste en 1gG1, 1gG2A, 1gG2B, 1gG3. Todavia en otro aspecto, la region
constante murina es IgG2A. Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo tiene una funcion efectora reducida o
minima. Todavia en otro aspecto especifico, la funcién efectora minima es el resultado de una "mutacion de Fc de
anulacion de la funcidon efectora” o aglucosilacién. En otro modo de realizacién mas, la mutacién de Fc de anulacion
de la funcion efectora es una sustitucién N297A o D265A/N297A en la regidn constante.

Todavia en otro modo de realizacidn, se proporciona un anticuerpo anti-PDL1 aislado que comprende una secuencia
de la region variable de la cadena pesada y una de la cadena ligera, en el que:

(a) la secuencia de la cadena pesada tiene al menos un 85 % de identidad de secuencia con la secuencia de la cadena
pesada:

EVOLVESGGGLVQPGUSLRLSUAASGFTISDEWIHWVRQAPGKGLEW VAWIS

'PY{}E{L& STYYADRSVRGRFTISADTSRNTAY LOMMNSLRAED TAVY YCARRUWPGGE
I WOOGTINVTYSA (SEQ ID NO: 382), 0

(b) la secuencia de la cadena ligera tiene al menos un 85 % de identidad de secuencia con la secuencia de la cadena
ligera:

DIOMTOSPRSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQORPGRAPKLLIY

SASFLY SGVESREFSGSGRGTIETLTISSLOPEDFATY Y CQUY LYHPATFGROTRVEL KR
(SEQ ID NO: 383).

En un aspecto especifico, la identidad de secuencia es un 86 %, un 87 %, un 88 %, un 89 %, un 90 %, un 91 %, un
92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 %. En otro aspecto, la region variable
de la cadena pesada comprende una 0 mas secuencias estructurales yuxtapuestas entre las HVR como:
(HCFR1)-(HVR-H1)-(HC-FR2)-(HVR-H2)-(HC-FR3)-(HVR-H3)-(HC-FR4), y las regiones variables de la cadena ligera
comprenden una o mas secuencias estructurales yuxtapuestas entre las HVR como: (LC-FR1)-(HVR-L1)-(LC-FR2)-
(HVR-L2)-(LC-FR3)-(HVR-L3)-(LC-FR4). Aun en otro aspecto, las secuencias estructurales se derivan de secuencias
estructurales consenso humanas. En otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena pesada se derivan de
una secuencia del subgrupo |, Il o Il de Kabat.
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Todavia en otro aspecto, la secuencia estructural de la cadena pesada es una secuencia estructural consenso de
subgrupo Il de VH. Todavia en otro aspecto, una o mas de las secuencias estructurales de cadena pesada es la
siguiente:

HC-FR1 E¥ ﬂl Vi %{JL!()E \«QE}( aRLELSCAAS (SEQ ID NO: 295)

HC-FR2 WYRQAPHKGEEWY (SEQ ID NO: 296)

HC-FR3 RFTISADTERNTAY LOMNSLEAEDTAVY YU AR (SEQID NO: 297)

HC-FR4 WGIMGTEYTVSA (SEQ ID NO: 298).

Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera se derivan de una secuencia del subgrupo
kappa |, Il, Il o IV de Kabat. Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera son una

secuencia estructural consenso de VL kappa |. Todavia en otro aspecto, una 0 mas de las secuencias estructurales
de la cadena ligera es |a siguiente:

LC-FR1 BHQMTOQSPSSLEASYGRRYTITL (SEQ 1D NO: 300)

LC-FR2 WY QUEPGKAPKLLIY (SEQID NO: 301)

LC-FR3 (W EFSRFRGEGRGTDETLTISSLOPELATY Y (SEQID NO: 302)
LC-FR4 FGOGTE VEIKR (SEQ ID NO: 303).

Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo comprende ademas una region constante humana o murina. Todavia
en otro aspecto, la regién constante humana se selecciona del grupo que consiste en 1gG1, 1gG2, 19gG2, 1gG3, 1gG4.
Todavia en otro aspecto especifico, la regiéon constante humana es IgG1. Todavia en otro aspecto, la regién constante
murina se selecciona del grupo que consiste en 1gG1, IgG2A, 1gG2B, 1gG3. Todavia en otro aspecto, la region
constante murina es IgG2A. Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo tiene una funcion efectora reducida o
minima. Todavia en otro aspecto especifico, la funcién efectora minima es el resultado de la produccién en células
procariotas. Todavia en otro aspecto especifico, la funcién efectora minima es el resultado de una "mutacion de Fc de
anulacion de la funcidon efectora” o aglucosilacién. En otro modo de realizacién mas, la mutacién de Fc de anulacion
de la funcion efectora es una sustitucién N297A o D265A/N297A en la regidn constante.

Aun en otro modo de realizacién adicional, se proporciona un anticuerpo anti-PDL1 aislado que comprende una
secuencia de la region variable de la cadena pesada y una de la cadena ligera, en el que:

(a)la secuenma de la cadena pesada tlene al menos un 85 % de |dent|dad de secuenma con Ia secuenma de la cadena

P{ (.F"ﬂ ‘m{ nﬁ{ffi v T‘-. ‘\% (SEQ ID No 280)

(b) la secuencia de la cadena ligera tiene al menos un 85 % de identidad de secuencia con la secuencia de la cadena
ligera:

DIQMTQSPSSLEASVODRVTITCRASQDVETAVAWYQOKPGRAPKLLIY
SASFLYSGVPSRFSOSGSGTDFTL TS LOPEDFATY YCOUY LYHPATFGOGTR YR
KE (SEQID NO: 383).

Todavia en otro modo de realizacidn, se proporciona un anticuerpo anti-PDL1 aislado que comprende una secuencia
de la region variable de la cadena pesada y una de la cadena ligera, en el que:

(a) la secuencia de la cadena pesada tiene al menos un 85 % de identidad de secuencia con la secuencia de la cadena
pesada:

ENQLVESGGOLVOPGOSLRLSCAASGFTFSDEWIHWVRQAPGRGLEW VAWISPY

GOSTY Y ADSVRGRFTISADTRENTAY LOMNSLRA BT AVY Y CARRHW POGEDY
WHOLTLVTVSSASTK. (SEQIDNO: 281), 0
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(b) la secuencia de la cadena ligera tiene al menos un 85 % de identidad de secuencia con la secuencia de la cadena
ligera:

DIOMTOSPSSLSASYGDRVITICRASQDVSTAVAWY QUK POR APKLLIY SASE

LY SOGVPSRFSGRGRGTDRTLTISSLOFEDFATY Y OQUY LY HPAT 'P‘(ﬂ;}ﬂi"i‘;{{ YEIKER
(SEQ ID NO: 282).

En un aspecto especifico, la identidad de secuencia es un 86 %, un 87 %, un 88 %, un 89 %, un 90 %, un 91 %, un
92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 %. En otro aspecto, la region variable
de la cadena pesada comprende una 0 mas secuencias estructurales yuxtapuestas entre las HVR como: (HC-FR1)-
(HVR-H1)-(HC-FR2)-(HVR-H2)-(HC-FR3)-(HVR-H3)-(HC-FR4), y las regiones variables de la cadena ligera
comprenden una o mas secuencias estructurales yuxtapuestas entre las HVR como: (LC-FR1)-(HVR-L1)-(LC-FR2)-
(HVR-L2)-(LC-FR3)-(HVR-L3)-(LC-FR4). Aun en otro aspecto, las secuencias estructurales se derivan de secuencias
estructurales consenso humanas. En otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena pesada se derivan de
una secuencia del subgrupo |, Il o lll de Kabat. Todavia en otro aspecto, la secuencia estructural de la cadena pesada
€s una secuencia estructural consenso de subgrupo Il de VH. Todavia en otro aspecto, una o mas de las secuencias
estructurales de cadena pesada es |a siguiente:

He-FR1 EVQLVESGGGLVGPGGSLERLSCAAS (sEQ D NO: 205)

HC-FR2 WY ROAPGROLEWY (SEQ 1D NO: 296)

HC-FR3 RETISADTSKNTAYLOMESLERAEDTAVYYUAR (SEQ ID NO: 297)
HC-FR4 WOHMGETE NV TWES (SEQ ID NO: 299).

Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera se derivan de una secuencia del subgrupo
kappa |, Il, Il o IV de Kabat. Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera son una
secuencia estructural consenso de VL kappa |. Todavia en otro aspecto, una 0 mas de las secuencias estructurales
de la cadena ligera es |a siguiente:

LC-FR1 BEPMTIPRSLEASVODRVITIL (SEQ ID NO: 300)

LC-FR2 WY QURPHKAPRLLIY (SEQID NO: 301)
LC-FR3 GVYPBRFSGSGRGTOFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQIDNO: 302)
LC-FR4 FGLHITKVEIKR (SEQ ID NO: 303).

Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo comprende ademas una region constante humana o murina. Todavia
en otro aspecto, la regién constante humana se selecciona del grupo que consiste en 1gG1, 1gG2, 19gG2, 1gG3, 1gG4.
Todavia en otro aspecto especifico, la regiéon constante humana es IgG1. Todavia en otro aspecto, la regién constante
murina se selecciona del grupo que consiste en 1gG1, IgG2A, 1gG2B, 1gG3. Todavia en otro aspecto, la region
constante murina es IgG2A. Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo tiene una funcion efectora reducida o
minima. Todavia en otro aspecto especifico, la funcién efectora minima es el resultado de la produccién en células
procariotas. Todavia en otro aspecto especifico, la funcién efectora minima es el resultado de una "mutacion de Fc de
anulacion de la funcidon efectora” o aglucosilacién. En otro modo de realizacién mas, la mutacién de Fc de anulacion
de la funcion efectora es una sustitucién N297A o D265A/N297A en la regidn constante.

Aun en otro modo de realizacién, el anticuerpo anti-PDL1 es MPDL3280A (numero de registro de CAS: 1422185-06-
5). Todavia en otro modo de realizacién, se proporciona un anticuerpo anti-PDL1 aislado que comprende una region
variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la regidn variable de la cadena pesada
de SEQ ID NO: 24 o SEQ ID NO: 28 y/o una regién variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoécidos de la region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO: 21. Todavia en otro modo de realizacion, se
proporciona un anticuerpo anti-PDL1 aislado que comprende una secuencia de la cadena pesada y/o una de la cadena
ligera, en el que:

(a) la secuencia de la cadena pesada tiene al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un

92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un
98 %, al menos un 99 % o un 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de la cadena pesada:
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ENQUVERGGGLVOPOGSLRLSCAASGPTESDSWIHWVRIAPGKGLEWVAWISPEY

WODGTLVTVESASTREGPEVEPLAPISSKSTSOGOTAALGULVEDYFPEPVTVEWNSG
ALTSOVYHTFEAVLQSSGLY SESSVVIVPSSSLOTQ IV ICNVNHKPSNTE VKK VE
PRSCBRTHTOPPOPAPELLGGPSVPLFPFPRPROTLMISRTPEVICYVVDVEHEINE
VEFNWYVOGVEVHNARTEPREEQY ASTYRVVSVLTVEHQDWELNGEEYRCEVS

NKALPAMEKTIEAKGOPRERPQVYTLPPSREEMTENWSLTULVRGEY PEDIAVE
WESMGOPESNYRTTPPVLDRDGAFFLY SKLTVRRERWQOONVESCEVMHEALH
NHYTQRSLSLSPG (SEQ ID NO: 278), 0

(b) la secuencia de la cadena ligera tiene al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %,
al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al
menos un 99 % o un 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de la cadena ligera:

DIOM TOSPSSLSASVGDRVTITCRASODVETAVAWYQOKPOK APK LLIVSASFLY
SGVPSRFSGROSGTORTUNISSLOPEDFATY YCOOY LY HPATRFGOGTR VEIKRTIVA

APSVFIFPPSDEQLKSOGTASVVOLENSFY PREARVOWRVIONALDSGRSQESVTER
DSKDATYSLESTLTLSKADYERHEVY ACEVTHOGLESPYTRSFNRGEC (SEQID NO: 279).

Todavia en otro modo de realizacién, la invencidn proporciona composiciones que comprenden cualquiera de los
anticuerpos anti-PDL1 descritos anteriormente en combinacion con al menos un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

Todavia en otro modo de realizacién, se proporciona un acido nucleico aislado que codifica una secuencia de la regién
variable de la cadena ligera o una de la cadena pesada de un anticuerpo anti-PDL1, en el que:

(a) la cadena pesada comprende ademas una secuencia de HVR-H1, HVR-H2 y una HVR-H3 que tiene al menos un
85 % de identidad de secuencia con GIFTFREDSWIH (SEQ ID NO: 289), AWISFYGOSTYYADSVRGE
(SEQ ID NO: 290) y BHWPFGGEDRY (SEQ ID NO: 291), respectivamente, y

(b) la cadena ligera comprende ademas una secuencia de HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3 que tiene al menos un 85 % de
identidad de secuencia con RAS{HIWSTAVA (SEQ ID NO: 292), SAXFLYS (SEQ ID NO: 293) y
QOYLYHPAT (SEQ ID NO: 294), respectivamente. En un aspecto especifico, la identidad de secuencia es un
86 %, un 87 %, un 88 %, un 89 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un
98 %, un 99 % o un 100 %. En un aspecto, la regién variable de la cadena pesada comprende una 0 mas secuencias
estructurales yuxtapuestas entre las HVR como: (HC-FR1)-(HVR-H1)-(HC-FR2)-(HVR-H2)-(HC-FR3)-(HVR-H3)-
(HC-FR4), vy las regiones variables de la cadena ligera comprenden una o mas secuencias estructurales yuxtapuestas
entre las HVR como: (LC-FR1)-(HVR-L1)-(LC-FR2)-(HVR-L2)-(LC-FR3)-(HVR-L3)-(LC-FR4). Aln en otro aspecto, las
secuencias estructurales se derivan de secuencias estructurales consenso humanas. En otro aspecto, las secuencias
estructurales de la cadena pesada se derivan de una secuencia del subgrupo I, Il o lll de Kabat. Todavia en otro
aspecto, la secuencia estructural de la cadena pesada es una secuencia estructural consenso de subgrupo Il de VH.
Todavia en otro aspecto, una o mas de las secuencias estructurales de cadena pesada es la siguiente:

He-FR1 EVOLVESGOGGUVOPGGSLRUSCAAS (sEQ 1D NO: 2905)

HC-FR2 WY ROQAPGRGLEWY (SEQ ID NO: 29)

HC-FR3 RFTISADTSRNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCAR (SEQ IDNO: 297)
HC-FR4 WGOGTLYTYSA (SEQID NO: 298).

Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera se derivan de una secuencia del subgrupo
kappa I, Il, Il o IV de Kabat. Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera son una

56



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2984937 T3

secuencia estructural consenso de VL kappa |. Todavia en otro aspecto, una 0 mas de las secuencias estructurales
de la cadena ligera es |a siguiente:

LC-FR1 EHOMTOSPASLSASVUGRRVTIIC (sEq 1D NO: 300)

LC-FR2 WY MK PGRAPRLLEY (SEQIDNO: 301)

LC-FR3 €V PRERFSGSGRGTRF FLTESSLOPEDFATY YU (SEQ ID NO: 302)
Lc-FrR4 FGQUGTRVEIRR (sEqQ 1D NO: 303).

Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo descrito en el presente documento (tal como un anticuerpo anti-PD-1,
un anticuerpo anti-PDL1 o un anticuerpo anti-PDL2) comprende ademas una region constante humana o murina.
Todavia en otro aspecto, la region constante humana se selecciona del grupo que consiste en IgG1, 1gG2, 1gG2, 19G3,
|gG4. Todavia en otro aspecto especifico, la regidn constante humana es IgG1. Todavia en otro aspecto, la region
constante murina se selecciona del grupo que consiste en 1gG1, IgG2A, |gG2B, 1gG3. Todavia en otro aspecto, la
region constante murina es |IgG2A. Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo tiene una funcién efectora
reducida o minima. Todavia en otro aspecto especifico, la funcién efectora minima es el resultado de la produccion en
células procariotas. Todavia en otro aspecto especifico, la funcion efectora minima es el resultado de una "mutacion
de Fc de anulacion de la funcion efectora” o aglucosilacion. Todavia en otro aspecto, la mutacion de Fc de anulacion
de la funcion efectora es una sustitucién N297A o D265A/N297A en la regidn constante.

Todavia en otro aspecto, en el presente documento se proporcionan acidos nucleicos que codifican cualquiera de los
anticuerpos descritos en el presente documento. En algunos modos de realizacion, el acido nucleico comprende
ademas un vector adecuado para la expresién del acido nucleico que codifica cualquiera de los anticuerpos anti-PDLA1,
anti-PD-1 o anti-PDL2 descritos previamente. Todavia en otro aspecto especifico, el vector comprende ademas una
célula huésped adecuada para la expresién del acido nucleico. Todavia en otro aspecto especifico, la célula huésped
es una célula eucariota o una célula procariota. Todavia en otro aspecto especifico, la célula eucariota es una célula
de mamifero, tal como de ovario de hamster chino (CHO).

El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se puede preparar usando procedimientos conocidos en la
técnica, por ejemplo, mediante un procedimiento que comprende cultivar una célula huésped que contiene acido
nucleico que codifica cualquiera de los anticuerpos anti-PDL1, anti-PD-1 o anti-PDL2 o fragmento de unidon a antigeno
descritos previamente en una forma adecuada para la expresion, en condiciones adecuadas para producir dicho
anticuerpo o fragmento, y recuperar el anticuerpo o fragmento.

En algunos modos de realizacion, el anticuerpo anti-PDL1 aislado no esta glucosilado.

La glucosilacion de anticuerpos es tipicamente unida a N o bien unida a O. Unida a N se refiere al acoplamiento del
resto glucidico a la cadena lateral de un residuo de asparagina. Las secuencias de tripéptido asparagina-X-serina y
asparagina-X-treonina, donde X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento para
el acoplamiento enziméatico del resto glucidico a la cadena lateral de asparagina. Por tanto, la presencia de cualquiera
de estas secuencias de tripéptido en un polipéptido crea un sitio de glucosilacién potencial. Glucosilaciéon unida a O
hace referencia al acoplamiento de uno de los carbohidratos N-acetilgalactosamina, galactosa o xilosa a un
hidroxiaminoacido, lo mas comunmente serina o treonina, aunque también se puede usar 5-hidroxiprolina o 5-
hidroxilisina. La eliminacién de sitios de glucosilacion para formar un anticuerpo se logra convenientemente alterando
la secuencia de aminoacidos de modo que se elimine una de las secuencias de tripéptido descritas anteriormente
(para sitios de glucosilacion unida a N). La alteracidon se puede realizar por sustitucién de un residuo de asparagina,
serina o treonina dentro del sitio de glucosilacién por otro residuo de aminoacido (por ejemplo, glicina, alanina o una
sustitucién conservadora).

En cualquiera de los modos de realizacion en el presente documento, el anticuerpo anti-PDL1 aislado se puede unir a
un PDL1 humano, por ejemplo, un PDL1 humano como se muestra en el n.° de acceso a UniProtKB/Swiss-Prot
Q9NZQ7.1, o una variante del mismo.

Todavia en otro modo de realizacién, la invencion proporciona una composicidon que comprende un anticuerpo anti-
PDL1, uno anti-PD-1 o uno anti-PDL2 o un fragmento de union a antigeno del mismo como se proporciona en el
presente documento y al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunos modos de realizacion, el
anticuerpo anti-PDL1, anti-PD-1 o anti-PDL2 o el fragmento de unién a antigeno del mismo administrado al individuo
€s una composicion que comprende uno 0 mas vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Se puede usar cualquiera de los vehiculos farmacéuticamente aceptables descritos en el presente documento o
conocidos en la técnica.
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En algunos modos de realizacion, el anticuerpo anti-PDL1 descrito en el presente documento esta en una formulacion
que comprende el anticuerpo en una cantidad de aproximadamente 60 mg/ml, acetato de histidina en una
concentracion de aproximadamente 20 mM, sacarosa en una concentracion de aproximadamente 120 mM vy
polisorbato (por ejemplo, polisorbato 20) en una concentracién del 0,04 % (p/v), y la formulacién tiene un pH de
aproximadamente 5,8. En algunos modos de realizacidn, el anticuerpo anti-PDL1 descrito en el presente documento
esta en una formulacién que comprende el anticuerpo en una cantidad de aproximadamente 125 mg/ml, acetato de
histidina en una concentracién de aproximadamente 20 mM, la sacarosa esta en una concentracién de
aproximadamente 240 mM y polisorbato (por ejemplo, polisorbato 20) en una concentracion del 0,02 % (p/v), y la
formulacién tiene un pH de aproximadamente 5,5.

Antagonistas de TIM3 ejemplares para su uso en la invencién

En el presente documento se proporcionan procedimientos para tratar o retrasar la progresién del cancer en un
individuo, que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T, un antagonista de la union al eje de PD-1 y un antagonista de TIM3. En un
modo de realizacién, el antagonista de TIM3 es un anticuerpo anti-TIM3. En algunos modos de realizacion, el
anticuerpo anti-TIM3 induce la internalizacion de TIM3 expresada en una célula de al menos el 45 % después de 120
minutos a 37 °C, segun se determina mediante anélisis de FACS. La célula es, por ejemplo, una célula RPMI8226
(ATCC® CCL-155™). En un modo de realizacion, el anticuerpo induce la internalizacion de TIM3 en células RPMI8226
que expresan TIM3 (ATCC® CCL-155™) de al menos el 55 % después de 120 minutos a 37 °C, seguln se determina
mediante analisis de FACS. En un modo de realizacion, el anticuerpo induce la internalizacién de TIM3 en células
RPMI8226 que expresan TIM3 (ATCC® CCL-155™) de al menos el 60 % después de 240 minutos a 37 °C, segun se
determina mediante analisis de FACS. En un modo de realizacion, el anticuerpo induce la internalizacién de TIM3 en
células RPMI8226 que expresan TIM3 (ATCC® CCL-155™) de al menos el 65 % después de 240 minutos a 37 °C,
segun se determina mediante anaélisis de FACS.

En algunos modos de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 compite por la unién a TIM3 con un anticuerpo anti-TIM3
que comprende el VH y VL de Tim3_0016. En algunos modos de realizacion, el anticuerpo anti-TIM3 se une a una
TIM3 humana y de macaco cangrejero. En algunos modos de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 muestra como
inmunoconjugado una actividad citotdxica en células que expresan TIM3. En un modo de realizacion de este tipo, el
inmunoconjugado tiene un valor relativo de CI50 de la actividad citotdxica como conjugado de exotoxina A de
Pseudomonas en células RPMI-8226 de 0,1 0 menor. En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 induce la
liberacién de interferén-gamma segun se determina mediante un ensayo de RLM.

En determinados modos de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 se une a una TIM3 humana y de macaco cangrejero
e induce la liberacion de interferon-gamma segun se determina mediante un ensayo de RLM.

En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 comprende al menos una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVR
seleccionadas de (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 304; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 305; (¢) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 306; (d) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 307; o
HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 314; HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 315; (e) HVR-L2 que comprende |la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 308; y (f)
HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 309.

En un modo de realizacidon, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 304; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 305; (c)
HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3086; (d) HVR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 307; o HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 314; o
HVR-L1 que comprende |la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 315; (e) HVR-L2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 308; y (f) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 309.

En un modo de realizacidon, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 304; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 305; (c)
HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3086; (d) HVR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 307; (e) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 308; y
(f) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 309.

En un modo de realizacidon, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 304; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 305; (c)
HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3086; (d) HVR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 314; (e) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 308; y
(f) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 309.

En un modo de realizacidon, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 304; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 305; (c)
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HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 306; (d) HVR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 315; (e) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 308; y
(f) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 309.

En un modo de realizacion, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) un dominio VH que comprende al menos una, al
menos dos o las tres secuencias de HVR de VH seleccionadas de (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 304, (ii) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 305, y (iii)
HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 306; y (b) un dominio VL que
comprende al menos una, al menos dos o las tres secuencias de HVR de VL seleccionadas de (i) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 307; o HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 314; o HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 315; (ii) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 308 y (¢) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 309.

En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 304, (ii) HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 305, y (iii) HYR-H3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ
ID NO: 306; y (b) un dominio VL que comprende (i) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 307; o HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 314; o HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 315; (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 308 y (iii) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 309.

En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 304, (ii) HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 305y (iii) HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoéacidos seleccionada de SEQ
ID NO: 306; y (b) un dominio VL que comprende (i) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 307; (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 308 y (iii) HVR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 309.

En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 304, (ii) HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoé&cidos de SEQ ID NO: 305y (iii) HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ
ID NO: 306; y (b) un dominio VL que comprende (i) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 314; (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 308 y (iii) HVR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 309.

En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 304, (ii) HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoé&cidos de SEQ ID NO: 305y (iii) HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ
ID NO: 306; y (b) un dominio VL que comprende (i) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 315; (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 308 y (iii) HVR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 309.

En un modo de realizacién, dicho anticuerpo anti-TIM3 comprende

i) comprende una secuencia de VH de SEQ ID NO: 310 y una secuencia de VL de SEQ ID NO: 311,
ii) comprende una secuencia de VH de SEQ ID NO: 312 y una secuencia de VL de SEQ ID NO: 313;
iii) o variante humanizada de VH y VL del anticuerpo de i) o ii).

En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 comprende al menos una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVR
seleccionadas de (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 316; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 317; (¢) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 318; (d) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 319; (e)
HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 320; y (f) HVR-L3 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 321.

En un modo de realizacidon, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 316; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 317; (c)
HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 318; (d) HVR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 319; (e) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 320; y
(f) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 321.

En un modo de realizacion, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) un dominio VH que comprende al menos una, al
menos dos o las tres secuencias de HVR de VH seleccionadas de (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de
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aminoécidos de SEQ ID NO: 3186, (ii) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 317, y (iii)
HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 318; y (b) un dominio VL que
comprende al menos una, al menos dos o las tres secuencias de HVR de VL seleccionadas de (i) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 319, (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO: 320, y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 321.

En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 316, (ii) HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 317 y (iii) HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoéacidos seleccionada de SEQ
ID NO: 318; y (b) un dominio VL que comprende (i) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 319; (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 320y (iii) HVR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 321.

En un modo de realizacién, dicho anticuerpo anti-TIM3 comprende
i) comprende una secuencia de VH de SEQ ID NO: 322 y una secuencia de VL de SEQ ID NO: 323;
ii) o variante humanizada de VH y VL del anticuerpo de i).

En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 comprende al menos una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVR
seleccionadas de (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 324; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 325; (¢) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 326; (d) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 327; (e)
HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 328; y (f) HVR-L3 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 329.

En un modo de realizacidon, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 324; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 325; (c)
HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 326; (d) HVR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 327; (e) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 328; y
(f) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 329.

En un modo de realizacion, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) un dominio VH que comprende al menos una, al
menos dos o las tres secuencias de HVR de VH seleccionadas de (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 324, (ii) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 325, y (iii)
HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 326; y (b) un dominio VL que
comprende al menos una, al menos dos o las tres secuencias de HVR de VL seleccionadas de (i) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 327, (i) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO: 328, y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 329.

En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 324, (ii) HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminodacidos de SEQ ID NO: 325y (iii) HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoéacidos seleccionada de SEQ
ID NO: 326; y (b) un dominio VL que comprende (i) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 327; (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 328 y (iii) HVR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 329.

En un modo de realizacién, dicho anticuerpo anti-TIM3 comprende
i) comprende una secuencia de VH de SEQ ID NO: 330 y una secuencia de VL de SEQ ID NO: 331,
ii) o variante humanizada de VH y VL del anticuerpo de i).

En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 comprende al menos una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVR
seleccionadas de (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 332; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 333; (¢) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 334, (d) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 335; (e)
HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 336; y (f) HVR-L3 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 337.

En un modo de realizacidon, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 332; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 333; (c)
HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 334; (d) HVR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 335; (e) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 336; y
(f) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 337.
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En un modo de realizacion, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) un dominio VH que comprende al menos una, al
menos dos o las tres secuencias de HVR de VH seleccionadas de (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 332, (ii) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 333, vy (iii)
HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 334; y (b) un dominio VL que
comprende al menos una, al menos dos o las tres secuencias de HVR de VL seleccionadas de (i) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 335, (i) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO: 336, y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 337.

En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 332, (ii) HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 333y (iii) HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoéacidos seleccionada de SEQ
ID NO: 334; y (b) un dominio VL que comprende (i) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 335; (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 336 y (iii) HVR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 337.

En un modo de realizacién, dicho anticuerpo anti-TIM3 comprende
i) comprende una secuencia de VH de SEQ ID NO: 338 y una secuencia de VL de SEQ ID NO: 339;
ii) o variante humanizada de VH y VL del anticuerpo de i).

En un aspecto, lainvencion proporciona un anticuerpo anti-TIM3 que comprende al menos una, dos, tres, cuatro, cinco
0 seis HVR seleccionadas de (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 340; (b) HVR-
H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 341; (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 342; (d) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 343; (e)
HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 344; y (f) HVR-L3 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 345.

En un modo de realizacidon, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 340; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 341; (c)
HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 342; (d) HVR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 343; (e) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 344;y
(f) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 345.

En un modo de realizacion, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) un dominio VH que comprende al menos una, al
menos dos o las tres secuencias de HVR de VH seleccionadas de (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 340, (ii) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 341, y (iii)
HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 342; y (b) un dominio VL que
comprende al menos una, al menos dos o las tres secuencias de HVR de VL seleccionadas de (i) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 343, (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO: 344, y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 345.

En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 340, (ii) HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 341 y (iii) HVYR-H3 que comprende una secuencia de aminoéacidos seleccionada de SEQ
ID NO: 342; y (b) un dominio VL que comprende (i) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 343; (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 344 y (iii) HVR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 345.

En un modo de realizacién, dicho anticuerpo anti-TIM3 comprende
i) comprende una secuencia de VH de SEQ ID NO: 346 y una secuencia de VL de SEQ ID NO: 347,
ii) o variante humanizada de VH y VL del anticuerpo de i).

En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 comprende al menos una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVR
seleccionadas de (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 348; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 349; (¢) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 350; (d) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 351; (e)
HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 352; y (f) HVR-L3 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 353.

En un aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo anti-TIM3 que comprende (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 348; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 349; (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 350; (d) HVR-L1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 351; (e) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
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ID NO: 352; y (f) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 353.

En un modo de realizacion, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) un dominio VH que comprende al menos una, al
menos dos o las tres secuencias de HVR de VH seleccionadas de (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 348, (ii) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 349, y (iii)
HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 350; y (b) un dominio VL que
comprende al menos una, al menos dos o las tres secuencias de HVR de VL seleccionadas de (i) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 351, (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO: 352, y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 353.

En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 348, (ii) HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 349y (iii) HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoéacidos seleccionada de SEQ
ID NO: 350; y (b) un dominio VL que comprende (i) HYR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 351; (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 352y (iii) HVR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 353.

En un modo de realizacién, dicho anticuerpo anti-TIM3 comprende
i) comprende una secuencia de VH de SEQ ID NO: 354 y una secuencia de VL de SEQ ID NO: 355;
ii) o variante humanizada de VH y VL del anticuerpo de i).

En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 comprende al menos una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVR
seleccionadas de (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 356; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 357; (¢) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 358; (d) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 359; (e)
HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 360; y (f) HVR-L3 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 361.

En un modo de realizacidon, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 356; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 357; (c)
HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 358; (d) HVR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 359; (e) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 360; y
(f) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 361.

En un modo de realizacion, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) un dominio VH que comprende al menos una, al
menos dos o las tres secuencias de HVR de VH seleccionadas de (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 356, (ii) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 357, y (iii)
HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 358; y (b) un dominio VL que
comprende al menos una, al menos dos o las tres secuencias de HVR de VL seleccionadas de (i) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 359, (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO: 360, y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 361.

En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 356, (ii) HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 357 y (iii) HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ
ID NO: 358; y (b) un dominio VL que comprende (i) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 359; (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 360 y (iii) HVR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 361.

En un modo de realizacién, dicho anticuerpo anti-TIM3 comprende

i) comprende una secuencia de VH de SEQ ID NO: 362 y una secuencia de VL de SEQ ID NO: 363;

ii) o variante humanizada de VH y VL del anticuerpo de i).

En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 comprende al menos una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVR
seleccionadas de (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 364; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 365; (¢) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 366; (d) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 367, (e)
HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 368; y (f) HVR-L3 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 369.

En un modo de realizacidon, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 364; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 365; (c)
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HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 366; (d) HVR-L1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 367; (e) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 368; y
(f) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 369.

En un modo de realizacion, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) un dominio VH que comprende al menos una, al
menos dos o las tres secuencias de HVR de VH seleccionadas de (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 364, (ii) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 365, y (iii)
HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 366; y (b) un dominio VL que
comprende al menos una, al menos dos o las tres secuencias de HVR de VL seleccionadas de (i) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 367, (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO: 368, y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 369.

En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 comprende (a) un dominio VH que comprende (i) HVR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 364, (i) HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 365y (iii) HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoéacidos seleccionada de SEQ
ID NO: 366; y (b) un dominio VL que comprende (i) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 367; (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 368 y (iii) HVR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 369.

En un modo de realizacién, dicho anticuerpo anti-TIM3 comprende
i) comprende una secuencia de VH de SEQ ID NO: 370 y una secuencia de VL de SEQ ID NO: 371,
ii) o variante humanizada de VH y VL del anticuerpo de i).

En cualquiera de los modos de realizacion anteriores, un anticuerpo anti-TIM3 es humanizado. En un modo de
realizacién, un anticuerpo anti-TIM3 comprende HVR como en cualquiera de los modos de realizacidén anteriores, y
comprende ademas una regidon estructural humana aceptadora, por ejemplo, una regién estructural de
inmunoglobulina humana o una region estructural consenso humana. En otro modo de realizacion, un anticuerpo anti-
TIM3 comprende HVR como en cualquiera de los modos de realizacién anteriores, y comprende ademas un VH y VL
que comprenden dichas HVR. En otro aspecto, el anticuerpo anti-TIM3 se une al mismo epitopo que un anticuerpo
anti-TIM3 proporcionado en el presente documento. Por ejemplo, en determinados modos de realizacion, un
anticuerpo anti-TIM3 se une al mismo epitopo que el anticuerpo anti-TIM3 que comprende una secuencia de VH de
SEQ ID NO: 310 y una secuencia de VL de SEQ ID NO: 311, o un anticuerpo anti-TIM3 se une al mismo epitopo que
el anticuerpo anti-TIM3 que comprende una secuencia de VH de SEQ ID NO: 312 y una secuencia de VL de SEQ ID
NO: 313, o se proporciona un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo anti-TIM3 que comprende
una secuencia de VH de SEQ ID NO: 322y una secuencia de VL de SEQ ID NO: 323, o se proporciona un anticuerpo
que se une al mismo epitopo que el anticuerpo anti-TIM3 que comprende una secuencia de VH de SEQ ID NO: 330 y
una secuencia de VL de SEQ ID NO: 331, o se proporciona un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el
anticuerpo anti-TIM3 que comprende una secuencia de VH de SEQ ID NO: 338 y una secuencia de VL de SEQ ID
NO: 339, o se proporciona un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo anti-TIM3 que comprende
una secuencia de VH de SEQ ID NO: 346 y una secuencia de VL de SEQ ID NO: 347, o se proporciona un anticuerpo
que se une al mismo epitopo que el anticuerpo anti-TIM3 que comprende una secuencia de VH de SEQ ID NO: 354 y
una secuencia de VL de SEQ ID NO: 355, o se proporciona un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el
anticuerpo anti-TIM3 que comprende una secuencia de VH de SEQ ID NO: 362 y una secuencia de VL de SEQ ID
NO: 363, o se proporciona un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo anti-TIM3 que comprende
una secuencia de VH de SEQ ID NO: 370 y una secuencia de VL de SEQ ID NO: 371. En un modo de realizacion
preferente se proporciona un anticuerpo que se une al mismo epitopo que un anticuerpo anti-TIM3 que comprende
una secuencia de VH de SEQ ID NO: 310 y una secuencia de VL de SEQ ID NO: 311.

En un modo de realizacion, el anticuerpo anti-TIM3 compite por la unién a TIM3 humana con el anticuerpo anti-TIM3
que comprende una secuencia de VH de SEQ ID NO: 310 y una secuencia de VL de SEQ ID NO: 311 como se
determina en un ensayo de competencia usando células RPMI-8226 (ATCC® CCL-155™) que expresan TIM3.

En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacion anteriores
es un anticuerpo monoclonal, que incluye un anticuerpo quimérico, humanizado o humano. En un modo de realizacion,
un anticuerpo anti-TIM3 es un fragmento de anticuerpo, por ejemplo, un fragmento Fv, Fab, Fab', scFv, diacuerpo o
F(ab')2. En otro modo de realizaciodn, el anticuerpo es un anticuerpo de longitud completa, por ejemplo, un anticuerpo
1gG1 0 1gG4 intacto u otra clase o isotipo de anticuerpo como se define en el presente documento.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-TIM3 de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacién anteriores puede
incorporar cualquiera de los rasgos caracteristicos, individualmente o en combinacién, como se describe en el presente
documento.

En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-TIM3 es cualquiera de los anticuerpos descritos en los documentos WO
2011/155607, WO 2013/006490, WO 03/063792, WO 2009/097394 o WO 2011/159877. En un modo de realizacién,
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el anticuerpo anti-TIM3 es F38-2E2. En algunos modos de realizacién, los anticuerpos anti-TIM3 son anticuerpos de
los hibridomas 8B.2C12 y 25F.1D6 y se preparan como se divulga en las solicitudes de patente de EE. UU. n.%
2004/0005322 y 2005/0191721, Sabatos, C.A. et al., Nature Immunol. 4:1102-1110, 2003 y Sanchez-Fueyo, A. et al.,
Nature Immunol. 4:1093-101 2003, de los que todos se incorporan por el presente documento por referencia como se
expone en su totalidad. Se contemplan especificamente otros anticuerpos contra TIM3 y se pueden producir, por
ejemplo, con los procedimientos divulgados en el presente documento. Las secuencias de nucledtidos y proteinas de
las secuencias humanas de TIM3 se pueden encontrar en el nimero de acceso Genbank AF251707.1y el niUmero de
acceso Uniprot Q8TDQO. Una secuencia de aminoacidos de TIM3 humana ejemplar se expone en SEQ ID NO: 380;
una secuencia de aminoacidos del dominio extracelular de TIM3 humana ejemplar se expone en SEQ ID NO: 381.

Preparacion de anticuerpos

Como se describe anteriormente, en algunos modos de realizacion, el antagonista de la unidén a PD-1 es un anticuerpo
(por ejemplo, un anticuerpo anti-PD-1, un anticuerpo anti-PDL1 o un anticuerpo anti-PDL2). En algunos modos de
realizacién, el antagonista de TIM3 es un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo antagonista anti-TIM3). Los
anticuerpos descritos en el presente documento se pueden preparar usando técnicas disponibles en la técnica para
generar anticuerpos, cuyos procedimientos ejemplares se describen con mas detalle en las siguientes secciones.

El anticuerpo estéa dirigido contra un antigeno de interés. Por ejemplo, el anticuerpo se puede dirigir contra PD-1 (tal
como PD-1 humano), PDL1 (tal como PDL1 humano), PDL2 (tal como PDL2 humano), una TIM3 (tal como TIM3
humana). Preferentemente, el antigeno es un polipéptido bioldgicamente importante y la administracion del anticuerpo
a un mamifero que padece un trastorno puede dar como resultado un beneficio terapéutico en dicho mamifero.

En determinados modos de realizacion, un anticuerpo descrito en el presente documento tiene una constante de
disociacién (Kd) de 1 uM, 150 nM, 100 nM, 50 nM, 10 nM, 1 nM, 0,1 nM, 0,01 nM o 0,001 nM (por ejemplo, 10-8 M o
menos, por ejemplo, de 10-8 M a 10-13 M, por ejemplo, de 10-9 M a 10-13 M).

En un modo de realizacidn, se mide la Kd mediante un ensayo de unién a antigeno radiomarcado (RIA) realizado con
la version Fab de un anticuerpo de interés y su antigeno como se describe mediante el siguiente ensayo. La afinidad
de unidén en solucion de los Fab por el antigeno se mide equilibrando los Fab con una concentracion minima de
antigeno marcado con (1251) en presencia de una serie de valoraciones de antigeno no marcado, capturando a
continuacién el antigeno unido con una placa recubierta con anticuerpo anti-Fab (véase, por ejemplo, Chen et al., J.
Mol. Biol. 293:865-881(1999)). Para establecer las condiciones para el ensayo, se recubren placas de multiples pocillos
MICROTITER® (Thermo Scientific) durante la noche con 5 pyg/ml de un anticuerpo anti-Fab de captura (Cappel Labs)
con carbonato de sodio 50 mM (pH 9,6) y posteriormente se bloquean con seroalblimina bovina al 2 % (p/v) en PBS
durante de dos a cinco horas a temperatura ambiente (aproximadamente 23 °C). En una placa no adsorbente (Nunc
n.° 269620), se mezcla antigeno marcado con [1251] 100 pM o 26 pM con diluciones sucesivas de un Fab de interés.
A continuacién, se incuba el Fab de interés durante la noche; sin embargo, la incubacién puede continuar durante un
periodo mas largo (por ejemplo, de aproximadamente 65 horas) para garantizar que se alcanza el equilibrio. Después
de esto, se transfieren las mezclas a la placa de captura para su incubacion a temperatura ambiente (por ejemplo,
durante una hora). A continuacion, se elimina la solucion y la placa se lava ocho veces con polisorbato 20 (TWEEN-
20®) al 0,1 % en PBS. Cuando las placas se hayan secado, se afiaden 150 ul/pocillo de centelleador (MICROSCINT-
20™: Packard) y las placas se cuentan en un contador gamma TOPCOUNT™ (Packard) durante diez minutos. Se
eligen concentraciones de cada Fab que dan menos de o igual a un 20 % de unién maxima para su Uso en ensayos
de unién competitiva.

De acuerdo con otro modo de realizacion, la Kd se mide usando ensayos de resonancia de plasmén superficial usando
un dispositivo BIACORE®-2000 o uno BIACORE®-3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25 °C con chips CM5 de
antigeno inmovilizado a ~10 unidades de respuesta (UR). En resumen, se activan chips biosensores de dextrano
carboximetilado (CM5, BIACORE, Inc.) con clorhidrato de N-etil-N-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y N-
hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. El antigeno se diluye con acetato de sodio
10 mM, pH 4,8, a 5 pg/ml (~0,2 uM) antes de su inyeccion a un caudal de 5 pl/minuto para lograr aproximadamente
10 unidades de respuesta (UR) de proteina acoplada. Después de la inyeccién del antigeno, se inyecta etanolamina
1 M para bloquear los grupos sin reaccionar. Para las mediciones cinéticas, se inyectan diluciones sucesivas 1.2 de
Fab (de 0,78 nM a 500 nM) en PBS con tensioactivo polisorbato 20 (TWEEN-20™) (PBST) al 0,05 % a 25°C a un
caudal de aproximadamente 25 pl/min. Se calculan las velocidades de asociacion (kas) y velocidades de disociacion
(kdis) usando un modelo de unién de Langmuir uno a uno sencillo (programa informatico de evaluacion de BIACORE®,
versién 3.2) ajustando simultaneamente los sensogramas de asociacion y disociacion. Se calcula la constante de
disociacién en equilibrio (Kd) como la proporcién Kkdis/kas. Véase, por ejemplo, Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865-881
(1999). Si la velocidad de asociacion supera 106 M-'s™' mediante el ensayo de resonancia de plasmén superficial
anterior, entonces la velocidad de asociacién se puede determinar usando una técnica de extincién fluorescente que
mide el incremento o disminucién de la intensidad de emisidn de fluorescencia (excitacion = 295 nm; emisién = 340 nm,
paso de banda de 16 nm) a 25 °C de un anticuerpo (forma Fab) anti-antigeno 20 nM en PBS, pH 7,2, en presencia de
concentraciones crecientes de antigeno como se mide en un espectrémetro, tal como un espectrofotdmetro equipado
con interrupcion de flujo (Aviv Instruments) o un espectrofotometro SLM-AMINCO™ serie 8000 (ThermoSpectronic)
con una cubeta agitada.

64



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2984937 T3

En algunos modos de realizacion, un anticuerpo anti-TIM3 como se describe en el presente documento presenta una
afinidad de union de al menos 100 pM o menos contra TIM3 humana, una afinidad de union de al menos 300 pM o
menos contra TIM3 humana, una afinidad de unién de al menos 400 pM o menos contra TIM3 humana, una capacidad
neutralizante de al menos 40 nM o menos contra TIM3 humana, una capacidad neutralizante de al menos 120 nM o
menos contra TIM3 humana, y una capacidad neutralizante de al menos 31 nM o menos contra TIM3 humana. En
estos modos de realizacién, la afinidad de unién se puede medir mediante resonancia de plasmén superficial como se
describe en la patente de EE. UU. n.° 8.771.697.

Fragmentos de anticuerpo

En determinados modos de realizacién, un anticuerpo descrito en el presente documento es un fragmento de
anticuerpo. Los fragmentos de anticuerpo incluyen, pero no se limitan a, los fragmentos Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')2,
Fv y scFv, y otros fragmentos descritos a continuacion. Para una revision de determinados fragmentos de anticuerpo,
véase Hudson et al., Nat. Med. 9:129-134 (2003). Para una revisién de los fragmentos scFv, véase, por ejemplo,
Pluckthin, en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., (Springer-Verlag,
Nueva York), pag. 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 epitopos 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 unién a antigeno que pueden ser bivalentes o
biespecificos. Véanse, por ejemplo, el documento EP 404.097; el documento 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 Unico son
fragmentos de anticuerpo que comprenden todo o una parte del dominio variable de la cadena pesada o todo o una
parte del dominio variable de la cadena ligera de un anticuerpo. En determinados modos de realizacién, un anticuerpo
de dominio Unico es un anticuerpo de dominio Unico 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, incluyendo
pero sin limitarse a, digestién proteolitica de un anticuerpo intacto, asi como la producciéon por células huésped
recombinantes (por ejemplo, E. coli o fago), como se describe en el presente documento.

Anticuerpos quiméricos y humanizados

En determinados modos de realizacion, un anticuerpo descrito en el presente documento es un anticuerpo quimérico.
Determinados anticuerpos quiméricos se describen, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.°4.816.567; y en Morrison
etal., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984). En un ejemplo, un anticuerpo quimérico comprende una region
variable no humana (por ejemplo, una region variable derivada de un ratén, rata, hamster, conejo o primate no humano,
tal como un mono) y una region constante humana. En otro ejemplo, un anticuerpo quimérico es un anticuerpo de
"clase cambiada" en el que se ha cambiado la clase o subclase con respecto a la del anticuerpo original. Los
anticuerpos quiméricos incluyen fragmentos de unién a antigeno de los mismos. En determinados modos de
realizacién, un anticuerpo quimérico es un anticuerpo humanizado. Tipicamente, un anticuerpo no humano se
humaniza para reducir la inmunogenicidad en humanos, mientras conserva la especificidad y afinidad del anticuerpo
no humano original. En general, un anticuerpo humanizado comprende uno o mas dominios variables en los que las
HVR, por ejemplo, las CDR (o partes de las mismas), se derivan de un anticuerpo no humano y las FR (o partes de
las mismas) se derivan de secuencias de anticuerpos humanos. Un anticuerpo humanizado también comprendera
opcionalmente al menos una parte de una regién constante humana. En algunos modos de realizacién se sustituyen
algunos residuos de FR de un anticuerpo humanizado por los residuos correspondientes de un anticuerpo no humano
(por ejemplo, el anticuerpo del que se derivan los residuos de HVR), por ejemplo, para restablecer o mejorar la
especificidad o afinidad del anticuerpo. Los anticuerpos humanizados y los procedimientos para prepararlos 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. Nat/ Acad. Sci. USA 86:10029-10033 (1989); las
patentes de EE. UU. n.° 5.821.337, 7.527.791, 6.982.321 y 7.087.409; 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 "reordenamiento de FR"); y Osbourn et al., Methods 36:61-
68 (2005) y Klimka et al., Br. J. Cancer, 83:252-260 (2000) (que describen el enfoque de "seleccién guiada" al
reordenamiento de FR).

Las regiones estructurales humanas que se pueden usar para la humanizacion incluyen, pero no se limitan a: regiones
estructurales seleccionadas usando el procedimiento de "mejor ajuste” (véase, por ejemplo, Sims et al. J. Immunol.
151:2296 (1993)); regiones estructurales derivadas de la secuencia consenso de anticuerpos humanos de un subgrupo
particular de regiones variables de la cadena ligera o pesada (véanse, por ejemplo, Carter et al. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 89:4285 (1992), y Presta et al. J. Immunol., 151:2623 (1993)); regiones estructurales maduras (mutadas
somaticamente) humanas o regiones estructurales de la estirpe germinal humana (véase, por ejemplo, Almagro y
Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008)); y regiones estructurales derivadas del cribado de colecciones de FR
(véanse, por ejemplo, Baca et al., J. Biol. Chem. 272:10678-10684 (1997) y Rosok et al., J. Biol. Chem. 271:22611-
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22618 (1996)).
Anticuerpos humanos

En determinados modos de realizacion, un anticuerpo descrito en el presente documento es un anticuerpo humano.
Se pueden producir anticuerpos humanos 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).

Se pueden preparar anticuerpos humanos administrando un inmunégeno a un animal transgénico que se ha
modificado para que produzca anticuerpos humanos intactos o anticuerpos intactos con regiones variables humanas
en respuesta a una exposicion antigénica. Dichos animales contienen tipicamente todos o una parte de los locus de
inmunoglobulina humana, que reemplazan los locus de inmunoglobulina enddgena, o que estan presentes de forma
extracromosomica o integrados aleatoriamente en los cromosomas del animal. En dichos ratones transgénicos, los
locus de inmunoglobulina enddégena en general se han inactivado. Para una revision de los procedimientos para
obtener anticuerpos humanos de animales transgénicos, véase Lonberg, Nat. Biotech. 23:1117-1125 (2005). Véanse
también, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n.°6.075.181y 6.150.584 que describen la tecnologia XENOMOUSE™:;
la patente de EE. UU. n.° 5.770.429 que describe la tecnologia HUMAB®: |a patente de EE. UU. n.° 7.041.870 que
describe la tecnologia K-M MOUSE® y la publicacién de solicitud de patente de EE. UU. n.° US 2007/0061900, que
describe la tecnologia VELOCIMOUSE®). Las regiones variables humanas de anticuerpos intactos generados por
dichos animales se pueden modificar ademas, por ejemplo, por combinaciéon con una regiéon constante humana
diferente. También se pueden preparar anticuerpos humanos por procedimientos basados en hibridoma. Se han
descrito lineas celulares de mieloma humano y de heteromieloma humano-murino para la produccién de anticuerpos
monoclonales humanos. (Véanse, por ejemplo, Kozbor J. Immunol., 133:3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal
Antibody Production Techniques and Applications, pag. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987); y Boerner et
al., J. Immunol., 147:86 (1991)). Los anticuerpos humanos generados por medio de la tecnologia de hibridoma de
linfocitos B humanos también se describen en Li et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:3557-3562 (2006).
Procedimientos adicionales incluyen los descritos, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.° 7.189.826 (que describe
la produccion de anticuerpos IgM humanos monoclonales a partir de lineas celulares de hibridomas) y Ni, Xiandai
Mianyixue, 26(4).265-268 (2006) (que describe hibridomas humanos). La tecnologia de hibridoma humano (tecnologia
de trioma) también se describe en Vollmers y Brandlein, Histology and Histopathology, 20(3).927-937 (2005) y
Vollmers y Brandlein, Methods and Findings in Experimental and Clinical Pharmacology, 27(3):185-91 (2005). También
se pueden generar anticuerpos humanos aislando secuencias de dominio variable del clon Fv seleccionadas de
colecciones de presentacién en fagos derivadas de humano. Dichas secuencias de dominio variable se pueden
combinar a continuaciéon con un dominio constante humano deseado. Las técnicas para seleccionar anticuerpos
humanos de colecciones de anticuerpos se describen a continuacion.

Anticuerpos derivados de colecciones

Se pueden aislar anticuerpos cribando colecciones combinatorias para determinar los anticuerpos con la actividad o
actividades deseadas. Por ejemplo, una variedad de procedimientos es conocida en la técnica para generar
colecciones de presentacion en fagos y cribar dichas colecciones para determinar los anticuerpos que poseen las
caracteristicas de unidén deseadas. Dichos procedimientos se revisan, por ejemplo, en Hoogenboom et al. en Methods
in Molecular Biology 178:1-37 (O'Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ, 2001) y se describen ademas, por
ejemplo, en McCafferty et al., Nature 348:552-554; Clackson et al., Nature 352:624-628 (1991); Marks et al., J. Mol.
Biol. 222:581-597 (1992); Marks y Bradbury, en Methods in Molecular Biology 248:161-175 (Lo, ed., Human Press,
Totowa, NJ, 2003); Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093 (2004);
Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34). 12467-12472 (2004); y Lee et al., J. Immunol. Methods 284(1-2). 119-
132(2004).

En determinados procedimientos de presentacién en fagos, los repertorios de genes de VH y VL se clonan por
separado mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y se recombinan aleatoriamente en colecciones de
fagos que, a continuacién, se pueden cribar para determinar el fago de unién a antigeno como se describe en Winter
et al., Ann. Rev. Immunol., 12:433-455 (1994). Tipicamente, los fagos presentan fragmentos de anticuerpo, como
fragmentos Fv monocatenarios (scFv) o bien como fragmentos Fab. Las colecciones de fuentes inmunizadas
proporcionan anticuerpos de alta afinidad por el inmundgeno sin el requisito de construir hibridomas. De forma
alternativa, se puede clonar el repertorio sin exposicién previa (por ejemplo, de un humano) para proporcionar una
Unica fuente de anticuerpos para una amplia gama de antigenos propios y no propios sin ninguna inmunizacion, como
se describe por Ciriffiths et al., EMBO J, 12:725-734 (1993). Finalmente, también se pueden preparar sintéticamente
colecciones sin exposicion previa clonando segmentos del gen V no reordenados a partir de células madre y usando
cebadores de PCR que contienen secuencias aleatorias para codificar las regiones CDR3 altamente variables y
conseguir el reordenamiento in vitro, como se describe por Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227:381-388 (1992).
Las publicaciones de patente que describen colecciones de fagos-anticuerpos humanos incluyen, por ejemplo: la
patente de EE. UU. n.° 5750.373 y las publicaciones de patente de EE. UU. n.° 2005/0079574, 2005/0119455,
2005/0266000, 2007/0117126, 2007/0160598, 2007/0237764, 2007/0292936 y 2009/0002360. Los anticuerpos o
fragmentos de anticuerpo aislados de colecciones de anticuerpos humanos se consideran anticuerpos humanos o
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fragmentos de anticuerpo humano en el presente documento.
Anticuerpos multiespecificos

En determinados modos de realizacion, un anticuerpo descrito en el presente documento es un anticuerpo
multiespecifico, por ejemplo, un anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos multiespecificos son anticuerpos
monoclonales que tienen especificidades de unién por al menos dos sitios diferentes. En el presente documento se
describen ejemplos de moléculas de unidn a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T especificas para FolR1
y CD3. En algunos modos de realizacidn, el antagonista del componente del eje de PD1 es multiespecifico. Una de
las especificidades de unidn es por un componente del eje de PD-1 (por ejemplo, PD-1, PDL1 0 PDL2) y la otra es por
cualquier otro antigeno. En algunos modos de realizacion, una de las especificidades de union es por IL-17 o IL-17R
y la otra es por cualquier otro antigeno. En determinados modos de realizacién, los anticuerpos biespecificos se
pueden unir a dos epitopos diferentes de un componente del eje de PD-1 (por ejemplo, PD-1, PDL1 o PDL2), IL-17 0
IL-17R. Se pueden preparar anticuerpos biespecificos como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de
anticuerpo.

En algunos modos de realizacion, una de las especificidades de unién es por un componente del eje de PD-1 (por
ejemplo, PD-1, PDL1 o PDL2) y la otra es por IL-17 o IL-17R. En el presente documento se proporcionan
procedimientos para tratar o retrasar la progresién del cancer en un individuo, que comprenden administrar al individuo
una cantidad eficaz de un anticuerpo multiespecifico, en los que el anticuerpo multiespecifico comprende una primera
especificidad de unién por un componente del eje de PD-1 (por ejemplo, PD-1, PDL1 o PDL2) y una segunda
especificidad de unidén por IL-17 o IL-17R. En algunos modos de realizacién, se puede preparar un anticuerpo
multiespecifico mediante cualquiera de las técnicas descritas en el presente documento y a continuacién.

Las técnicas para preparar anticuerpos multiespecificos incluyen, pero no se limitan a, la coexpresién recombinante
de dos pares cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina que tengan diferentes especificidades (véase Milstein
y Cuello, Nature 305:537 (1983)), el documento WO 93/08829 y Traunecker et al., EMBO J. 10:3655 (1991)), y la
genomanipulacién por "botdn en ojal" (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 5.731.168). También se pueden
preparar anticuerpos multiespecificos genomanipulando los efectos de conduccidn electrostatica para preparar
moléculas heterodiméricas en Fc de anticuerpo (documento WO 2009/089004A1); reticulando dos 0 mas anticuerpos
o fragmentos (véanse, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 4.676.980 y Brennan et al., Science, 229:81 (1985));
usando cremalleras de leucinas para producir anticuerpos biespecificos (véase, por ejemplo, Kostelny et al., J.
Immunol., 148(5). 1547-1553 (1992)); usando la tecnologia de "diacuerpos” para preparar fragmentos de anticuerpo
biespecifico (véase, por ejemplo, Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90.6444-6448 (1993)); y usando dimeros
en Fv monocatenarios (sFv) (véase, por ejemplo, Gruber et al., J. Immunol., 152:5368 (1994)); y preparando
anticuerpos triespecificos como se describe, por ejemplo, en Tutt et al. J. Immunol. 147:60 (1991). En el presente
documento también se incluyen anticuerpos genomanipulados con tres o mas sitios de unioén a antigeno funcionales,
incluyendo los "anticuerpos pulpo"” (véase, por ejemplo, el documento US 2006/0025576A1). El anticuerpo o fragmento
en el presente documento también incluye un "FAb de doble accién" o "DAF" que comprende un sitio de union a
antigeno que se une a un componente del eje de PD-1 (por ejemplo, PD-1, PDL1 o PDL2), IL-17 o IL-17R, asi como
otro antigeno diferente (véase el documento US 2008/0069820, por ejemplo).

C. Secuencias de acido nucleico, vectores y procedimientos de produccién

Se pueden usar polinucleétidos que codifican una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos
T, por ejemplo, una molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que comprende un primer
sitio de union a antigeno especifico para el receptor de folato 1 (FolR1) y un segundo sitio de unién a antigeno
especifico para CD3, y anticuerpos para la produccién de la molécula de unioén a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T y los anticuerpos descritos en el presente documento. La molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T y los anticuerpos de la invencién se pueden expresar como un unico polinucledtido que
codifica toda la molécula de unidén a antigeno biespecifica 0 como multiples (por ejemplo, dos 0 mas) polinucleétidos
que se coexpresan. Los polipéptidos codificados por polinucledtidos que se coexpresan se pueden asociar a través
de, por ejemplo, enlaces disulfuro u otros medios para formar una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T funcional y un anticuerpo. Por ejemplo, la parte de la cadena ligera de un fragmento Fab se puede
codificar por un polinucledétido separado de la parte del anticuerpo biespecifico o el anticuerpo que se une a FolR1 que
comprende la parte de la cadena pesada del fragmento Fab, una subunidad del dominio Fc y opcionalmente (parte
de) otro fragmento Fab. Cuando se coexpresen, los polipéptidos de la cadena pesada se asociaran con los polipéptidos
de la cadena ligera para formar el fragmento Fab. En otro ejemplo, la parte de la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T o la parte de unién a antigeno para FolR1 proporcionada en el mismo que
comprende una de las dos subunidades del dominio Fc y opcionalmente (parte de) uno o mas fragmentos Fab se
podria codificar por un polinucleétido separado de la parte del anticuerpo biespecifico o el anticuerpo que se une a
FolR1 proporcionado en el mismo que comprende la otra de las dos subunidades del dominio Fc y opcionalmente
(parte de) un fragmento Fab. Cuando se coexpresen, las subunidades del dominio Fc se asociaran para formar el
dominio Fe.

En determinados modos de realizacién, el polinucleétido o acido nucleico es ADN. En otros modos de realizacion, un
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polinucleétido de la presente invencion es ARN, por ejemplo, en forma de ARN mensajero (ARNm). El ARN de la
presente invencion puede ser monocatenario o bicatenario.

D. Variantes de anticuerpo

En determinados modos de realizacién se contemplan variantes de la secuencia de aminoacidos de la molécula de
unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T especifica para FolR1 y CD3 proporcionada en el presente
documento y los anticuerpos, ademas de las descritas anteriormente. Por ejemplo, puede ser deseable mejorar la
afinidad de unién y/u otras propiedades bioldgicas de la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T. Se pueden preparar variantes de la secuencia de aminoacidos de una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T y un anticuerpo introduciendo modificaciones apropiadas en la secuencia de
nucledtidos que codifica la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T o el anticuerpo, o
mediante sintesis de péptidos. Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones de, y/o inserciones en y/o
sustituciones de residuos dentro de las secuencias de aminoacidos del anticuerpo. Se puede realizar cualquier
combinacién de delecion, insercion y sustitucion para llegar a la construccion final, siempre que la construccion final
posea las caracteristicas deseadas, por ejemplo, unidén a antigeno.

1. Variantes de sustitucion, insercién y delecion

En determinados modos de realizacién, se proporcionan variantes que tienen una o mas sustituciones aminoacidicas.
Los sitios de interés para la mutagénesis de sustitucidn incluyen las HVR y las FR. Las sustituciones conservadoras
se muestran en la tabla B bajo el encabezamiento "sustituciones conservadoras". Se proporcionan cambios mas
sustanciales en la tabla B bajo el encabezamiento "sustituciones ejemplares” y, como se describe ademas a
continuacién, en referencia a las clases de cadenas laterales de aminoacidos. Se pueden introducir sustituciones
aminoacidicas en un anticuerpo de interés y cribar los productos para determinar una actividad deseada, por ejempilo,
conservacién/mejora de unién a antigeno, disminucidén en inmunogenicidad, o0 mejora en ADCC o CDC.

TABLAB

Residuo original Sustituciones ejemplares Sustituciones preferentes
Ala (A) Val: Leu; lle \Val
Arg (R) Lys; Gln; Asn Lys
Asn (N) GIn; His; Asp, Lys; Arg GIn
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
GIn (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; GIn IAsp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; GIn; Lys; Arg IArg
lle (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucina Leu
Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe lle
Lys (K) Arg; GIn; Asn IArg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr, Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucina Leu

Los aminoacidos se pueden agrupar de acuerdo con propiedades de cadena lateral comunes:
(1) hidréfobos: norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) hidrofilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gin;

68



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2984937 T3

(3) acidos: Asp, Glu;

(4) basicos: His, Lys, Arg;

(5) residuos que influyen en la orientacién de la cadena: Gly, Pro;

(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones no conservadoras conllevaran intercambiar un miembro de una de estas clases por otra clase.

Un tipo de variante de sustitucion implica sustituir uno o mas residuos de la regién hipervariable de un anticuerpo
original (por ejemplo, un anticuerpo humanizado o humano). En general, la(s) variante(s) resultante(s) seleccionada(s)
para su estudio adicional tendra(n) modificaciones (por ejemplo, mejoras) en determinadas propiedades bioldgicas
(por ejemplo, afinidad incrementada, inmunogenicidad reducida) con respecto al anticuerpo original y/o habra(n)
retenido sustancialmente determinadas propiedades bioldgicas del anticuerpo original. Una variante de sustitucion
ejemplar es un anticuerpo de afinidad madurada que se puede generar convenientemente, por ejemplo, usando
técnicas de maduracion de la afinidad basadasen presentacién en fagos, tales como las descritas en el presente
documento. En resumen, se mutan uno o mas residuos de HVR y los anticuerpos variantes se presentan en fagos y
se criban para determinar una actividad biolégica particular (por ejemplo, la afinidad de unién).

Se pueden realizar alteraciones (por ejemplo, sustituciones) en HVR, por ejemplo, para mejorar la afinidad de
anticuerpos. Se pueden realizar dichas alteraciones en "puntos calientes" de la HVR, es decir, residuos codificados
por codones que se someten a una mutacién con alta frecuencia durante el proceso de maduraciéon somatica (véase,
por ejemplo, Chowdhury, Methods Mol. Biol. 207:179-196 (2008)), y/o en las SDR (las a-CDR), sometiendo a prueba
el VH o VL variante resultante para determinar su afinidad de unién. La maduracién de la afinidad mediante
construccién y reseleccién de colecciones secundarias se ha descrito, por ejemplo, en Hoogenboom et al. en Methods
in Molecular Biology 178:1-37 (O'Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ, (2001)). En algunos modos de realizacién
de la maduracién de la afinidad se introduce diversidad en los genes variables elegidos para la maduracion mediante
cualquiera de una variedad de procedimientos (por ejemplo, PCR propensa a error, reordenamiento de cadenas o
mutagénesis dirigida por oligonucleétidos). A continuacién, se crea una segunda coleccion. A continuacion, se criba
la coleccion para identificar cualquier variante de anticuerpo con la afinidad deseada. Otro procedimiento para
introducir diversidad implica enfoques dirigidos a HVR, en los que se aleatorizan varios residuos de HVR (por ejemplo,
4-6 residuos a la vez). Se pueden identificar especificamente los residuos de HVR implicados en la unidén a antigeno,
por ejemplo, usando modelado o mutagénesis por barrido de alanina. A menudo se seleccionan como diana, en
particular, COR-H3 y CDR-L3.

En determinados modos de realizacion se pueden producir sustituciones, inserciones o deleciones dentro de una o
mas HVR, siempre que dichas alteraciones no reduzcan sustancialmente la capacidad del anticuerpo de unirse al
antigeno. Por ejemplo, en las HVR se pueden realizar alteraciones conservadoras (por ejemplo, sustituciones
conservadoras como se proporciona en el presente documento) que no reduzcan sustancialmente la afinidad de union.
Dichas alteraciones pueden estar fuera de los "puntos calientes" de la HVR o las SDR. En determinados modos de
realizacién de las secuencias de VH y VL variantes proporcionadas anteriormente, cada HVR esta inalterada o bien
no contiene mas de una, dos o tres sustituciones aminoacidicas.

Un procedimiento util para la identificacion de residuos o regiones de un anticuerpo que se pueden seleccionar para
la mutagénesis se llama "mutagénesis por barrido de alanina" como se describe por Cunningham y Wells (1989)
Science, 244:1081-1085. En este procedimiento, un residuo o grupo de residuos diana (por ejemplo, residuos cargados
tales como arg, asp, his, lys, y glu) se identifican y se reemplazan por un aminoacido neutro o cargado negativamente
(por ejemplo, alanina o polialanina) para determinar si la interaccidon del anticuerpo con el antigeno se ve afectada. Se
pueden introducir otras sustituciones en las localizaciones de aminoacidos que demuestren sensibilidad funcional a
las sustituciones iniciales. De forma alternativa, o adicionalmente, una estructura cristalina de un complejo antigeno-
anticuerpo para identificar los puntos de contacto entre el anticuerpo y el antigeno. Dichos residuos de contacto y
residuos adyacentes se pueden seleccionar o eliminar como candidatos para la sustitucion. Se pueden cribar las
variantes para determinar si contienen las propiedades deseadas.

Las inserciones en la secuencia de aminoacidos incluyen fusiones amino y/o carboxiterminales que varian en longitud
desde un residuo hasta polipéptidos que contienen cien o mas residuocs, asi como inserciones intrasecuenciales de
residuos de aminoacido individuales o multiples. Los ejemplos de inserciones terminales incluyen un anticuerpo con
un residuo de metionilo N terminal. Otras variantes de insercion de la molécula de anticuerpo incluyen la fusion del
extremo N o C del anticuerpo a una enzima (por ejemplo, para ADEPT) o un polipéptido que incremente la semivida
en suero del anticuerpo.

2. Variantes de glucosilacion

En determinados modos de realizacion se altera una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos
T o un anticuerpo proporcionado en el presente documento para incrementar o disminuir el grado en el que el
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anticuerpo se glucosila. La adicion o delecién de sitios de glucosilacién en un anticuerpo se puede lograr
convenientemente alterando la secuencia de aminoacidos de modo que se creen o se eliminen uno o mas sitios de
glucosilacion.

Cuando la molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T o el anticuerpo usado con la invencion
comprende una regidon Fc, se puede alterar el carbohidrato unido a la misma. Los anticuerpos naturales producidos
por células de mamifero tipicamente comprenden un oligosacarido biantenario ramificado que se une, en general, por
un enlace N a Asn297 del dominio CH2 de la region Fc. Véase, por ejemplo, Wright ef al. TIBTECH 15:26-32 (1997).
El oligosacarido puede incluir diversos carbohidratos, por ejemplo, manosa, N-acetilglucosamina (GIcNAc), galactosa
y acido sialico, asi como una fucosa unida a una GIcNAc en el "tallo” de la estructura de oligosacarido biantenario. En
algunos modos de realizacion se pueden realizar modificaciones del oligosacarido en un anticuerpo biespecifico o un
anticuerpo que se une a DR5 de la invencidon para crear variantes de anticuerpos con determinadas propiedades
mejoradas.

En un modo de realizacién, se proporcionan variantes de anticuerpos biespecificos o variantes de anticuerpos que
tienen una estructura de carbohidrato que carece de fucosa unida (directa o indirectamente) a una region Fc. Por
ejemplo, la cantidad de fucosa en dicho anticuerpo puede ser desde un 1 % hasta un 80 %, desde un 1 % hasta un
65 %, desde un 5 % hasta un 65 % o desde un 20 % hasta un 40 %. La cantidad de fucosa se determina calculando
la cantidad promedio de fucosa dentro de la cadena glucidica en Asn297, con relacién a la suma de todas las
glucoestructuras unidas a Asn297 (por ejemplo, estructuras complejas, hibridas y de alto contenido en manosa) como
se mide por espectrometria de masas MALDI-TOF, como se describe en el documento WO 2008/077548, por ejemplo.
Asn297 se refiere al residuo de asparagina localizado en aproximadamente la posicion 297 de la regidn Fc (numeracion
EU de los residuos de la region Fc); sin embargo, la Asn297 también se puede localizar aproximadamente +3
aminoacidos en direccién 5' 0 en direccion 3' de la posicion 297, es decir, entre las posiciones 294 y 300, debido a
pequefias variaciones de secuencia en los anticuerpos. Dichas variantes de fucosilacién pueden tener una funcion
ADCC mejorada. Véanse, por ejemplo, las publicaciones de patente de EE. UU. n.° US 2003/0157108 (Presta, L.); US
2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd.). Los ejemplos de publicaciones relacionadas con variantes de
anticuerpo "desfucosilado" o "deficitario en fucosa" incluyen: los documentos US 2003/0157108; WO 2000/61739; WO
2001/29246; US 2003/0115614; US 2002/0164328; US 2004/0093621; US 2004/0132140; US 2004/0110704; US
2004/0110282; US 2004/0109865; WO 2003/085119; WO 2003/084570; WO 2005/035586, WO 2005/035778;
WO2005/053742; WO2002/031140; Okazaki et al., J. Mol. Biol. 336:1239-1249 (2004); Yamane-Ohnuki et al., Biotech.
Bioeng. 87:614 (2004). Los ejemplos de lineas celulares que pueden producir anticuerpos desfucosilados incluyen
células Lec13 CHO deficitarias en fucosilacion de proteinas (Ripka et al. Arch. Biochem. Biophys. 249:533-545 (1986);
la publicacion de patente de EE. UU. n.° US 2003/0157108 A1, Presta, L; y el documento WO 2004/056312 A1, Adams
et al., especialmente en el ejemplo 11) y lineas celulares con genes inactivados, tales como el gen alfa-1,6-
fucosiltransferasa, FUTS8, células CHO con genes inactivados (véase, por ejemplo, Yamane-Ohnuki et al. Biotech.
Bioeng. 87.:614 (2004); Kanda, Y. et al., Biotechnol. Bioeng., 94(4).680-688 (2008); y el documento W0O2003/085107).

Las variantes de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T y las variantes del anticuerpo
se proporcionan ademas con oligosacaridos bisectados, por ejemplo, en los que un oligosacarido biantenario unido a
la region Fc de la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que se une a FolR1 esta
bisectado por GlcNAc. Dichas variantes de la molécula de unidén a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
pueden tener una fucosilacién reducida y/o una funcién ADCC mejorada. Se describen ejemplos de dichas variantes
de anticuerpos, por ejemplo, en el documento WO 2003/011878 (Jean-Mairet et al.); la patente de EE. UU. n.°
6.602.684 (Umana et al.); y el documento US 2005/0123546 (Umana et al.). También se proporcionan variantes de
anticuerpo con al menos un residuo de galactosa en el oligosacarido unido a la regién Fc. Dichas variantes de
anticuerpo pueden tener una funcion CDC mejorada. Dichas variantes de anticuerpo se describen, por ejemplo, en el
documento WO 1997/30087 (Patel et al.); el documento WO 1998/58964 (Raju, S.); y el documento WO 1999/22764
(Raju, S.).

3. Variantes de anticuerpo genomanipuladas con cisteina

En determinados modos de realizacion, puede ser deseable crear la molécula de unidén a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T y los anticuerpos genomanipulados con cisteina, por ejemplo, THIOMABS, en los que uno o
mas residuos de la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se sustituyen por residuos de
cisteina. En modos de realizacién particulares, los residuos sustituidos se producen en sitios accesibles de la molécula
de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T. Al sustituir esos residuos por cisteina, los grupos tiol
reactivos se sitlan, de este modo, en sitios accesibles del anticuerpo y se pueden usar para conjugar el anticuerpo a
otros restos, tales como restos de farmaco o restos de conector-farmaco, para crear un inmunoconjugado. En
determinados modos de realizacién, uno cualquiera o mas de los siguientes residuos se pueden sustituir por cisteina:
V205 (numeracién de Kabat) de la cadena ligera; A118 (numeracion EU) de la cadena pesada; y S400 (numeracién
EU) de la regién Fc de la cadena pesada. Se pueden generar anticuerpos genomanipulados con cisteina como se
describe, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.°7.521.541.
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E. Procedimientos y composiciones recombinantes

La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T y los anticuerpos de la invencidon se pueden
obtener, por ejemplo, por sintesis de péptidos en estado sdlido (por ejemplo, sintesis en fase sélida de Merrifield) o
produccién recombinante. Para la produccion recombinante, uno o mas polinucleétidos que codifican la molécula de
unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T o los anticuerpos (o fragmentos), por ejemplo, como se describe
anteriormente, se aislan o insertan en uno o mas vectores para clonacion y/o expresion adicional en una célula
huésped. Dicho polinucleétido se puede aislar y secuenciar facilmente usando procedimientos convencionales. En un
modo de realizacién se proporciona un vector, preferentemente un vector de expresion, que comprende uno 0 mas de
los polinucleétidos de la invencidn. Se pueden usar procedimientos que son bien conocidos por los expertos en la
técnica para construir vectores de expresion que contienen la secuencia codificante de una molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T o un anticuerpo junto con seflales de control de la
transcripcidnftraduccion apropiadas. Estos procedimientos incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas
sintéticas y recombinacion in vivo/recombinacion 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 expresidon 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 polinucleétido que codifica la molécula (fragmento) de
unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T o un anticuerpo (fragmento) (es decir, la regién codificante) se
clona en asociacion funcional con un promotor y/u otros elementos de control de la transcripcidon o traduccién. Como
se usa en el presente documento, una "regién codificante" es un fragmento de acido nucleico que consiste en codones
traducidos en aminoacidos. Aunque un "codoén de terminacion” (TAG, TGA o TAA) no se traduce en un aminoacido,
se puede considerar que es parte de una regién codificante, si estéd presente; sin embargo, cualquier secuencia
flanqueante, por ejemplo, promotores, sitios de union a ribosoma, finalizadores de la transcripcién, intrones, regiones
no traducidas 5'y 3'y similares, no forma parte de una region codificante. Dos o0 mas regiones codificantes pueden
estar presentes en una Unica construccion de polinucledtidos, por ejemplo, en un Unico vector, o en construcciones de
polinucleétidos separadas, por ejemplo, en vectores separados (diferentes). Ademas, cualquier vector puede contener
una unica regioén codificante, o puede comprender dos o mas regiones codificantes, por ejemplo, un vector de la
presente invencidn puede codificar uno 0 mas polipéptidos, que se separan de forma postraduccional o cotraduccional
en las proteinas finales por medio de escision proteolitica. Ademas, un vector, polinucleétido o acido nucleico de la
invencidn puede codificar regiones codificantes heteréogenas, fusionadas o bien no fusionadas a un polinucleétido que
codifica la molécula (fragmento) de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T o un anticuerpo, o variante
o derivado de los mismos. Las regiones codificantes heterégenas incluyen, sin limitacion, elementos o motivos
especializados, tales como un péptido sefial secretor o un dominio funcional heterégeno. Una asociacion funcional es
cuando una region codificante de un producto génico, por ejemplo, un polipéptido, se asocia con una 0 mas secuencias
reguladoras de tal forma que sitGa la expresién del producto génico bajo la influencia o control de la(s) secuencia(s)
reguladora(s). Dos fragmentos de ADN (tales como una regién codificante de polipéptido y un promotor asociado con
la misma) se "asocian de forma funcional" si la induccién de la funcién promotora da como resultado la transcripcion
de ARNm que codifica el producto génico deseado v si la naturaleza del enlace entre los dos fragmentos de ADN no
interfiere con la capacidad de las secuencias reguladoras de la expresion de dirigir la expresién del producto génico
ni interfiere con la capacidad del molde de ADN de transcribirse. Por tanto, una regién promotora se asociaria de forma
funcional con un acido nucleico que codifica un polipéptido si el promotor puede efectuar la transcripcién 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 transcripcién, ademas de un promotor, por ejemplo, potenciadores, operadores,
represores y sefiales de terminacion de la transcripcion, se pueden asociar de forma funcional con el polinucleétido
para dirigir la transcripcién especifica de célula. En el presente documento se divulgan promotores adecuados y otras
regiones de control de la transcripcidn. Los expertos en la técnica conocen una variedad de regiones de control de la
transcripcidon. Estas incluyen, sin limitacién, regiones de control de la transcripcién, que funcionan en células de
vertebrado, tales como, pero sin limitarse a, segmentos promotores y potenciadores de citomegalovirus (por ejemplo,
el promotor temprano inmediato, conjuntamente con intron-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 vertebrados tales como actina, proteina de choque térmico, hormona del
crecimiento bovina y a-globina de conejo, asi como otras secuencias que pueden controlar la expresion génica en
células eucariotas. Regiones de control de la transcripcién adecuadas adicionales incluyen promotores y
potenciadores especificos de tejido, asi como promotores inducibles (por ejemplo, promotores inducibles por
tetraciclinas). De forma similar, los expertos en la técnica conocen una variedad de elementos de control de la
traduccién. Estos incluyen, pero no se limitan a, sitios de uniéon a ribosoma, codones de iniciacion y terminacién de la
traduccion y elementos derivados de sistemas viricos (en particular un sitio de entrada a ribosoma interno o IRES,
también denominado secuencia CITE). El casete de expresién también puede incluir otros rasgos caracteristicos tales
como un origen de replicacién y/o elementos de integracién cromosdmica tales como repeticiones terminales largas
(LTR) retroviricas o repeticiones terminales invertidas (ITR) viricas adenoasociadas (AAV).

Se pueden asociar regiones codificantes de polinucleétidos y acidos nucleicos de la presente invencidn con regiones
codificantes adicionales que codifican péptidos secretores o sefial, que dirigen la secreciéon de un polipéptido
codificado por un polinucleétido de la presente invencién. Por ejemplo, si se desea la secreciéon de la molécula de
unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T o el anticuerpo, se puede disponer el ADN que codifica una
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secuencia sefial en direccidon 5' del acido nucleico que codifica un anticuerpo biespecifico de la invencion o el
anticuerpo que se une a DR5 de la invencidén o un fragmento del mismo. De acuerdo con la hipotesis de sefial, las
proteinas secretadas por células de mamifero tienen un péptido sefial 0 secuencia lider secretora que se escinde de
la proteina madura una vez que se ha iniciado la exportacion de la cadena de proteina en crecimiento a través del
reticulo endoplasmico rugoso. Los expertos en la técnica saben que los polipéptidos secretados por células de
vertebrado en general tienen un péptido sefial fusionado al extremo N del polipéptido, que se escinde del polipéptido
traducido para producir una forma secretada o "madura" del polipéptido. En determinados modos de realizacion se
usa el péptido sefial natural, por ejemplo, un péptido sefial de la cadena pesada o cadena ligera de inmunoglobulina,
0 un derivado funcional de esa secuencia que conserva la capacidad de dirigir la secrecion del polipéptido que esta
funcionalmente asociado con él. De forma alternativa, se puede usar un péptido sefial de mamifero heterégeno o un
derivado funcional del mismo. Por ejemplo, la secuencia lider natural se puede sustituir por la secuencia lider del
activador de plasminégeno tisular (TPA) humano o B-glucuronidasa de raton.

El ADN que codifica una secuencia proteinica corta que se podria usar para facilitar la posterior purificacidén (por
ejemplo, una marca de histidina) o ayudar a marcar la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T se puede incluir dentro de o en los extremos del polinucleétido que codifica la molécula (fragmento) de
unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T o el anticuerpo (fragmento).

En otro modo de realizacién se proporciona una célula huésped que comprende uno o mas polinucleotidos de la
invencidén. En determinados modos de realizacidn se proporciona una célula huésped que comprende uno 0 mas
vectores de la invencidn. Los polinucleétidos y vectores pueden incorporar cualquiera de los rasgos caracteristicos,
individualmente o en combinacion, descritos en el presente documento en relacién con polinucleétidos y vectores,
respectivamente. En un modo de realizacion de este tipo, una célula huésped comprende (por ejemplo, se ha
transformado o transfectado con) un vector que comprende un polinucledtido que codifica una molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T 0 un anticuerpo de la invencién o una parte de los mismos. Como se
usa en el presente documento, el término "célula huésped" se refiere a cualquier tipo de sistema celular que se puede
genomanipular para generar la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T, por ejemplo, las
moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T para FolR1 divulgadas en el presente
documento, o el anticuerpo, por ejemplo, anticuerpos anti-PD-1, anticuerpos anti-PD-L1 y anticuerpos anti-TIM3 de la
invencién o fragmentos de los mismos. Las células huésped adecuadas para replicacidén y para sustentar la expresion
de la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T y los anticuerpos de la invencion son bien
conocidas en la técnica. Dichas células se pueden transfectar o traducir segun sea apropiado con el vector de
expresion particular y se pueden cultivar grandes cantidades de células que contienen vectores para sembrar
fermentadores a gran escala para obtener cantidades suficientes de la molécula de unidn a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T y de los anticuerpos 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 glucosilacion. Después de la expresion, se puede aislar el polipéptido a partir de la
pasta de células bacterianas en una fraccion soluble y se puede purificar adicionalmente. Ademas de procariotas, los
microbios eucariotas tales como hongos filamentosos o levaduras son huéspedes de clonacidn 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 produccién de un polipéptido con un patréon de glucosilacién parcial o
completamente humano. Véase Gerngross, Nat Biotech 22, 1409-1414 (2004), y Li et al., Nat Biotech 24, 210-215
(2006). Las células huésped adecuadas para la expresion de 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.° 5959.177,
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 celulares de mamifero que estan adaptadas para el cultivo en suspensién. Otros ejemplos de
lineas de células huésped de mamifero utiles son linea CV1 de rifidn de mono transformada por SV40 (COS-7); linea
de rifién embrionario humano (células 293 o 293T como se describe, por ejemplo, en Graham et al., J Gen Virol 36,
59 (1977)), células de rifidn de cria de hamster (BHK), células de Sertoli de ratdn (células TM4 como se describe, por
ejemplo, en Mather, Biol Reprod 23, 243-251 (1980)), células de rifion de mono (CV1), células de rifidn de mono verde
africano (VERO-76), células de carcinoma de cuello uterino humano (HELA), células de rifidn canino (MDCK), células
de higado de rata bufalo (BRL 3A), células de puimdn humano (W138), células de higado humano (Hep G2), células
de tumor mamario de ratén (MMT 060562), células TRI (como se describe, por ejemplo, en Mather et al., Annals N.Y.
Acad Sci 383, 44-68 (1982)), células MRC-5y células FS4. Otras lineas de células huésped de mamifero Utiles incluyen
células de ovario de hamster chino (CHO), incluyendo células CHO-DHFR- (Urlaub et a/., 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 produccién de proteinas, véase, por ejemplo, Yazaki y Wu,
Methods in Molecular Biology, vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ), pag. 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 dentro
de un animal transgénico, planta transgénica o tejido animal o vegetal cultivado. En un modo de realizacién, la célula
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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).

Son conocidas en la técnica las tecnologias estandar para expresar genes exdgenos en estos sistemas. Las células
que expresan un polipéptido que comprende la cadena pesada o bien la ligera de un dominio de unién a antigeno tal
como un anticuerpo se pueden genomanipular para que expresen también la otra de las cadenas de anticuerpo de
modo que el producto expresado sea un anticuerpo que tiene tanto una cadena pesada como una ligera.

Se puede usar cualquier especie de anticuerpo, fragmento de anticuerpo, dominio de unién a antigeno o regién variable
animal en las moléculas de unidén a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencién. Los anticuerpos,
fragmentos de anticuerpo, dominios de uniéon a antigeno o regiones variables no limitantes Utiles en la presente
invencién pueden ser de origen murino, primate o humano. Si la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T esta destinada al uso en humanos, se puede usar una forma quimérica de anticuerpo en la que las
regiones constantes del anticuerpo son de un humano. También se puede preparar una forma humanizada o
totalmente 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 humanizacién se puede lograr mediante diversos
procedimientos incluyendo, pero sin limitarse a, (a) injertar las CDR no humanas (por ejemplo, anticuerpo donante) en
regiones estructurales y constantes humanas (por ejemplo, anticuerpo receptor) con o sin conservacién de residuos
de la region estructural criticos (por ejemplo, los que son importantes para conservar 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 interaccidon anticuerpo-antigeno) no humanas en regiones estructurales y constantes
humanas, o (c) trasplantar todos los dominios variables no humanos completos, pero "enmascararlos” con una seccion
similar a humana mediante el reemplazo de residuos superficiales. Los anticuerpos humanizados y procedimientos
para prepararlos 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.° 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 describen un 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 "reordenamiento 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 "seleccidn guiada" al reordenamiento 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 derivarse de anticuerpos monoclonales humanos preparados
por el procedimiento de hibridoma (véase, por ejemplo, Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications,
pag. 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 ha modificado para que produzca
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 regiones variables de clones de Fv seleccionadas de
colecciones de presentacién en fagos derivadas de humano (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)). Tipicamente, los fagos presentan fragmentos de anticuerpo, como
fragmentos Fv monocatenarios (scFv) o bien como fragmentos Fab.

En determinados modos de realizacién, los restos de unién a antigeno utiles en la presente invencién se
genomanipulan para que tengan una afinidad de unidén potenciada de acuerdo con, por ejemplo, los procedimientos
divulgados en la publicacion de la solicitud de patente de EE. UU. n.° 2004/0132066, de la que se incorpora por el
presente documento todo su contenido por referencia. La capacidad de la molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T de la invencién de unirse a un determinante antigénico especifico se puede medir a través
de un ensayo de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA) o bien otras técnicas conocidas por un experto en la técnica,
por ejemplo, técnica de resonancia de plasmon superficial (analizada en un sistema BIACORE T100) (Liljeblad, et al.,
Glyco J17, 323-329 (2000)) y ensayos de unidn tradicionales (Heeley, Endocr Res 28, 217-229 (2002)). Se pueden
usar ensayos de competencia para identificar un anticuerpo, fragmento de anticuerpo, dominio de unién a antigeno o
dominio variable que compite con un anticuerpo de referencia por la uniéon a un antigeno particular, por ejemplo, un
anticuerpo que compite con el anticuerpo V9 por la union a CD3. En determinados modos de realizacion, dicho
anticuerpo competidor se une al mismo epitopo (por ejemplo, un epitopo lineal 0 uno conformacional) al que se une 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, CD3) en
una solucién que comprende un primer anticuerpo marcado que se une al antigeno (por ejemplo, anticuerpo V9,
descrito en el documento US 6.054.297) y un segundo anticuerpo no marcado que se somete a prueba para determinar
su capacidad para competir con el primer anticuerpo por la unioén 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 incubacion en
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condiciones permisivas para la union del primer anticuerpo al antigeno, se retira el exceso de anticuerpo 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 con relacién a la muestra de control,
entonces eso indica que el segundo anticuerpo esta compitiendo con el primer anticuerpo por la unién al antigeno.
Véase Harlow y Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual cap. 14 (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, NY).

En determinados modos de realizacién, los restos de unién a antigeno utiles en la presente invencién se
genomanipulan para que tengan una afinidad de unidén potenciada de acuerdo con, por ejemplo, los procedimientos
divulgados en la publicacion de la solicitud de patente de EE. UU. n.° 2004/0132066, de la que se incorpora por el
presente documento todo su contenido por referencia. La capacidad de la molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T o el anticuerpo de la invencidn de unirse a un determinante antigénico especifico se puede
medir a través de un ensayo de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA) o bien otras técnicas conocidas por un experto
en la técnica, por ejemplo, técnica de resonancia de plasmon superficial (analizada en un sistema BIACORE T100)
(Liljeblad, et al., Glyco J 17, 323-329 (2000)) y ensayos de unién tradicionales (Heeley, Endocr Res 28, 217-229
(2002)). Se pueden usar ensayos de competencia para identificar un anticuerpo, fragmento de anticuerpo, dominio de
unién a antigeno o dominio variable que compita con un anticuerpo de referencia por su union a un antigeno particular.
En determinados modos de realizacién, dicho anticuerpo competidor se une al mismo epitopo (por ejemplo, un epitopo
lineal o uno conformacional) al que se une 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
antigeno inmovilizado en una solucion que comprende un primer anticuerpo marcado que se une al antigeno y un
segundo anticuerpo no marcado que se somete 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 incubacion en condiciones permisivas para la unién del primer anticuerpo al antigeno, se retira el exceso
de anticuerpo 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 con relacion a la
muestra de control, entonces eso indica que el segundo anticuerpo esta compitiendo con el primer anticuerpo por la
unién al antigeno. Véase Harlow y Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual cap. 14 (Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).

Las moléculas de unidn a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T y anticuerpos preparados 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 i6nico, electroforesis en gel, cromatografia de afinidad,
cromatografia de exclusidn portamafio 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 purificacién por cromatografia de afinidad se puede usar un anticuerpo, ligando, receptor o
antigeno al que se une el anticuerpo biespecifico o el anticuerpo que se une a DR5. Por ejemplo, para la purificacion
por cromatografia de afinidad de los anticuerpos biespecificos de la invencion, se puede usar una matriz con proteina
A o proteina G. Se pueden usar la cromatografia de afinidad con proteina A o Gy la cromatografia de exclusion por
tamafio secuenciales para aislar un anticuerpo biespecifico esencialmente como se describe en los ejemplos. La
pureza del anticuerpo biespecifico o el anticuerpo que se une a DR5 se puede determinar mediante cualquiera de una
variedad de procedimientos analiticos bien conocidos que incluyen electroforesis en gel, cromatografia de liquidos de
alta presion y similares.

F. Ensayos

Las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T, por ejemplo, moléculas de unién a
antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T que comprenden un primer sitio de unidén a antigeno especifico para
el receptor de folato 1 (FolR1) y un segundo sitio de unién a antigeno especifico para CD3, y anticuerpos, por ejemplo,
anticuerpos anti-PD-1 antagonistas de la union al eje de PD-1 y anticuerpos antagonistas anti-TIM3 proporcionados
en el presente documento se pueden identificar, cribar o caracterizar por sus propiedades fisicas/quimicas y/o
actividades bioldgicas mediante diversos ensayos conocidos en la técnica.

1. Ensayos de afinidad

La afinidad de las moléculas de unidén a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T, por ejemplo, moléculas de
unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T que comprenden un primer sitio de unién a antigeno
especifico para el receptor de folato 1 (FolR1) y un segundo sitio de unién a antigeno especifico para CD3, y
anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos anti-PD-1 antagonistas de la unién al eje de PD-1 y anticuerpos antagonistas
anti-TIM3 proporcionados en el presente documento por sus respectivos antigenos, por ejemplo, FolR1, PD-1, PD-LA1,
TIM3, se pueden determinar de acuerdo con los procedimientos establecidos en los ejemplos mediante resonancia de
plasmén superficial (SPR), usando instrumentacién estandar tal como un instrumento BlAcore (GE Healthcare), y
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receptores o proteinas diana tales como las que se pueden obtener por expresion recombinante. De forma alternativa,
la unién de moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T y anticuerpos proporcionados en
el mismo para su antigeno respectivo se puede evaluar usando lineas celulares que expresan el receptor o antigeno
diana particular, por ejemplo, por citometria de flujo (FACS).

Ko se puede medir por resonancia de plasmén superficial usando una maquina BIACORE® T100 (GE Healthcare) a
25 °C. Para analizar la interaccién entre la parte Fc y los receptores de Fc, se captura el receptor de Fc recombinante
con marca de His con un anticuerpo anti-Penta His (Qiagen) ("Penta His" divulgado como SEQ ID NO: 392)
inmovilizado en chips CM5 y se usan las construcciones biespecificas como analitos. En resumen, se activan chips
biosensores de dextrano carboximetilado (CM5, GE Healthcare) con clorhidrato de N-etil-N-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del proveedor.
Se diluye el anticuerpo anti-Penta-His ("Penta His" divulgado como SEQ ID NO: 392) con acetato de sodio 10 mM, pH
5,0, a40 pg/ml antes de la inyeccion a un caudal de 5 pl/min para lograr aproximadamente 6500 unidades de respuesta
(UR) de proteina acoplada. Después de la inyeccion del ligando, se inyecta etanolamina 1 M para blogquear los grupos
sin reaccionar. Posteriormente, se captura el receptor de Fc durante 60 s a 4 0 10 nM. Para las mediciones cinéticas,
se inyectan diluciones sucesivas 1:4 de la construccién biespecifica (intervalo entre 500 nM y 4000 nM) en HBS-EP
(GE Healthcare, HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,05 %, pH 7,4) a 25 °C a un caudal
de 30 pl/min durante 120 s.

Para determinar la afinidad por el antigeno diana, se capturan las construcciones biespecificas con un anticuerpo
especifico anti-Fab humano (GE Healthcare) que se inmoviliza en una superficie de chip sensor CM5 activado como
se describe para el anticuerpo anti-Penta-His ("Penta-His" descrito como SEQ ID NO: 392). La cantidad final de
proteina acoplada es de aproximadamente 12000 UR. Se capturan las construcciones biespecificas durante 90 s a
300 nM. Se pasan los antigenos diana a través de las cubetas de lectura durante 180 s a un intervalo de concentracion
de 250 a 1000 nM con un caudal de 30 pl/min. Se supervisa la disociacion durante 180 s.

Se corrigen las diferencias en el indice de refraccion aparente restando la respuesta obtenida en la cubeta de lectura
de referencia. Se usé la respuesta en situacion de equilibrio para derivar la constante de disociacion Kp por ajuste no
lineal de la curva de la isoterma de unién de Langmuir. Se calculan las velocidades de asociacién (kas) y velocidades
de disociacion (kdis) usando un modelo de unién de Langmuir uno a uno sencillo (programa informatico de evaluacién
BIACORE® T100 version 1.1.1) ajustando simultaneamente los sensogramas de asociacién y disociacion. Se calcula
la constante de disociacién en equilibrio (Kp) como la proporcién kais/kas. Véase, por ejemplo, Chen et a/., J Mol Biol
293, 865-881 (1999).

2. Ensayos de unién y otros ensayos

En un aspecto, una molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T, por ejemplo, una molécula
de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que comprende un primer sitio de unién a antigeno
especifico para el receptor de folato 1 (FolR1) y un segundo sitio de unién a antigeno especifico para CD3, y
anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos anti-PD-1 antagonistas de la unién al eje de PD-1 y anticuerpos antagonistas
anti-TIM3 de la invencion se someten a prueba para determinar su actividad de unién a antigeno, por ejemplo,
mediante procedimientos conocidos tales como ELISA, inmunoelectrotransferencia, etc.

En otro aspecto, se pueden usar ensayos de competencia para identificar un anticuerpo o fragmento que compite con
un anticuerpo de referencia especifico por la unién a un antigeno respectivo. En determinados modos de realizacion,
dicho anticuerpo competidor se une al mismo epitopo (por ejemplo, un epitopo lineal o uno conformacional) al que se
une un anticuerpo de referencia especifico. 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). Se describen otros procedimientos en la seccion de ejemplos.

3. Ensayos de actividad

En un aspecto, se proporcionan ensayos para identificar moléculas de unidén a antigeno biespecificas activadoras de
linfocitos T, por ejemplo, moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T que comprenden un
primer sitio de unién a antigeno especifico para el receptor de folato 1 (FolR1) y un segundo sitio de unién a antigeno
especifico para CD3 y anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos anti-PD-1 antagonistas de la union al eje de PD-1 y
anticuerpos antagonistas anti-TIM3 proporcionados en el presente documento que tienen actividad bioldgica. La
actividad bioldgica puede incluir, por ejemplo, induccién de la fragmentacion del ADN, induccion de la apoptosis y lisis
de células seleccionadas. También se proporcionan anticuerpos que tienen dicha actividad biolégica in vivo y/o in vitro.

En determinados modos de realizacion, se somete a prueba una molécula de unién a antigeno activadora de linfocitos
T y un anticuerpo de la invencion para determinar dicha actividad biolégica. Los ensayos para detectar la lisis (por
ejemplo, mediante medicién de la liberacién de LDH) o la apoptosis (por ejemplo, usando el ensayo de TUNEL) de las
células son bien conocidos en la técnica. También se describen ensayos para medir la ADCC o CDC en el documento
WO 2004/065540 (véase el ejemplo 1 en el mismo), del que se incorpora por el presente documento todo su contenido
por referencia.
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G. Formulaciones farmacéuticas

Se preparan formulaciones farmacéuticas de una molécula de unidén a antigeno biespecifica activadora de linfocitos
T, por ejemplo, una molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que comprende un primer
sitio de union a antigeno especifico para el receptor de folato 1 (FolR1) y un segundo sitio de unién a antigeno
especifico para CD3, y anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos anti-PD-1 antagonistas de la union al eje de PD-1y
anticuerpos antagonistas anti-TIM3 como se describen en el presente documento mezclando dichas moléculas de
unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T o anticuerpos que tienen el grado deseado de pureza con
uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables opcionales (Remington's Pharmaceutical Sciences 16.2 edicion,
Osol, A. Ed. (1980)), en forma de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Los vehiculos farmacéuticamente
aceptables, en general, no son téxicos para los destinatarios a las dosificaciones y concentraciones empleadas e
incluyen, pero no se limitan a: tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes incluyendo
acido ascorbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de
hexametonio; cloruro de benzalconio; cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquilparabenos tales
como metil o propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso
molecular (menos de aproximadamente 10 residuocs); proteinas, tales como seroalbumina, gelatina o
inmunoglobulinas; polimeros hidrofilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina,
asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa
0 dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; glucidos tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol,
contraiones formadores de sales tales como sodio; complejos metélicos (por ejemplo, complejos Zn-proteina); y/o
tensioactivos no idnicos tales como polietilenglicol (PEG). Los vehiculos farmacéuticamente aceptables ejemplares en
el presente documento incluyen ademas, agentes de dispersion intersticial del farmaco tales como glucoproteinas de
hialuronidasa activa a pH neutro soluble (sHASEGP), por ejemplo, glucoproteinas de hialuronidasa PH-20 soluble
humana, tales como rHUPH20 (HYLENEX®, Baxter International, Inc.). Determinadas sHASEGP ejemplares y
procedimientos de uso, incluyendo rHUPH20, se describen en las publicaciones de patente de EE. UU. n.°
2005/0260186 y 2006/0104968. En un aspecto, una sHASEGP se combina con una o0 mas glucosaminoglucanasas
adicionales tales como condroitinasas.

Se describen formulaciones de anticuerpos liofilizadas ejemplares en la patente de EE. UU. n.° 6.267.958. Las
formulaciones de anticuerpos acuosas incluyen las descritas en la patente de EE. UU. n.°6.171.586 y en el documento
WO 2006/044908, incluyendo estas Ultimas formulaciones un tampdn acetato-histidina.

La formulacién en el presente documento también puede contener mas de un ingrediente activo segln sea necesario
para la indicacién particular que se trate, preferentemente aquellos con actividades complementarias que no se ven
afectadas de manera adversa entre si. Dichos ingredientes activos estan presentes de forma adecuada en
combinacién en cantidades que son eficaces para el propdsito previsto.

Se pueden atrapar ingredientes activos en microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de coacervacién o
por polimerizacién interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gelatina y microcapsulas de
poli{metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas de administracion de farmaco coloidales (por ejemplo, liposomas,
microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones. Dichas técnicas
se divulgan en Remington's Pharmaceutical Sciences 16.2 edicion, Osol, A. Ed. (1980).

Se pueden preparar preparaciones de liberacion mantenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
mantenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidrofobos sdlidos que contienen el anticuerpo, matrices
que estan en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas.

Las formulaciones que se van a usar para su administracion in vivo son en general estériles. La esterilidad se puede
lograr facilmente, por ejemplo, por filtracion a través de membranas de filtracion estériles.

H. Procedimientos y composiciones terapéuticas

Las combinaciones terapéuticas que comprenden una o mas de las moléculas de union a antigeno biespecificas
activadoras de linfocitos T y el anticuerpo anti-PD-1 antagonista de la unidén al eje de PD-1 y, opcionalmente, el
antagonista de TIM3 proporcionado en el presente documento se pueden usar en procedimientos terapéuticos.

En un aspecto, se proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que se une al
receptor de folato 1 (FolR1) y a CD3 para su uso como medicamento para su uso en combinaciéon con un anticuerpo
anti-PD-1 antagonista de la unién al eje de PD-1. En determinados modos de realizacién, se proporciona una molécula
de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que se une a FolR1 y a CD3 para su uso en combinacién
con un anticuerpo anti-PD-1 antagonista de la unién al eje de PD-1 para su uso en un procedimiento de tratamiento.
En determinados modos de realizacién, la combinacion comprende ademas un antagonista de TIM3, por ejemplo, un
anticuerpo antagonista anti-TIM3. En determinados modos de realizacion, la invencién proporciona una molécula de
unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que se une a FolR1 y a CD3 y un anticuerpo anti-PD-1
antagonista de la unién al eje de PD-1 para su uso en un procedimiento de tratamiento de un individuo que tiene
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cancer, que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que se une a FolR1 y CD3 y al anticuerpo anti-PD-1 antagonista de la unién al eje de PD-1.
En un modo de realizacion de este tipo, el procedimiento comprende ademas administrar al individuo una cantidad
eficaz de al menos un antagonista de TIM3, por ejemplo, como se describe a continuacién. Un "individuo" de acuerdo
con cualquiera de los modos de realizacidén anteriores es preferentemente un humano. En un modo de realizacion
preferente, dicho cancer es cancer de pancreas, sarcoma o carcinoma colorrectal. En otros modos de realizacién, el
cancer es cancer colorrectal, sarcoma, canceres de cabeza y cuello, carcinomas de células escamosas, cancer de
mama, cancer de pancreas, cancer gastrico, carcinoma de pulmén no microcitico, carcinoma de pulmon microcitico o
mesotelioma. En modos de realizacion en los que el cancer es cancer de mama, el cancer de mama puede ser cancer
de mama triple negativo.

En otro aspecto, la invencion proporciona el uso de una combinacién terapéutica que comprende una molécula de
unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que se une a FolR1 y a CD3 y un anticuerpo anti-PD-1
antagonista de la union al eje de PD-1 en la fabricacién o preparacion de un medicamento. En un modo de realizacion,
la combinacién comprende ademas un antagonista de TIM3. En un modo de realizacién, el medicamento es para el
tratamiento del cancer. En otro modo de realizacién, el medicamento es para su uso en un procedimiento de
tratamiento de un cancer, que comprende administrar a un individuo que tiene cancer una cantidad eficaz del
medicamento. En un modo de realizacién de este tipo, el procedimiento comprende ademas administrar al individuo
una cantidad eficaz de al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, como se describe a continuacién. Un
"individuo" de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacidn anteriores puede ser un humano.

En otro aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para tratar el cancer. En un modo de realizacion, el
procedimiento comprende administrar a un individuo que tiene cancer una cantidad eficaz de una combinacion
terapéutica que comprende una molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que se une a
FolR1y a CD3 y un anticuerpo anti-PD-1 antagonista de la union al eje de PD-1. En un modo de realizacion de este
tipo, el procedimiento comprende ademas administrar al individuo una cantidad eficaz de al menos un agente
terapéutico adicional, como se describe a continuacién. En un modo de realizacién de este tipo, el al menos un agente
terapéutico adicional es un anticuerpo antagonista anti-TIM3. Un "individuo" de acuerdo con cualquiera de los modos
de realizacién anteriores puede ser un humano. En un modo de realizacion preferente, dicho cancer es cancer de
pancreas, sarcoma o carcinoma colorrectal. En otros modos de realizacién, el cancer es cancer colorrectal, sarcoma,
canceres de cabeza y cuello, carcinomas de células escamosas, cancer de mama, cancer de pancreas, cancer
gastrico, carcinoma de pulmoén no microcitico, carcinoma de pulmén microcitico o mesotelioma.

En otro aspecto, la invencién proporciona formulaciones farmacéuticas que comprenden cualquiera de las moléculas
de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T que se unen a FolR1 y a CD3 proporcionadas en el
presente documento, por ejemplo, para su uso en cualquiera de los procedimientos terapéuticos anteriores, y un
anticuerpo anti-PD-1 antagonista de la unién al eje de PD-1. En un modo de realizacidn, una formulacion farmacéutica
comprende cualquiera de las moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T que se unen a
FolR1 proporcionadas en el presente documento y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otro modo de
realizacién, una formulacién farmacéutica comprende cualquiera de las moléculas de union a antigeno biespecificas
activadoras de linfocitos T que se unen a FolR1 y a CD3 y un anticuerpo anti-PD-1 antagonista de la unién al eje de
PD-1 proporcionados en el presente documento y al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, como se
describe a continuacién.

Un anticuerpo biespecifico se puede administrar mediante cualquier medio adecuado, incluyendo administracion
parenteral, intrapulmonar e intranasal y, si se desea para el tratamiento local, intralesional. Las infusiones parenterales
incluyen administracion intramuscular, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal o subcutanea. La dosificacién puede
ser por cualquier via adecuada, por ejemplo, por inyecciones, tales como inyecciones intravenosas o subcutaneas,
dependiendo en parte de si la administracion es breve o crénica. En el presente documento se contemplan diversas
pautas de dosificacion que incluyen, pero sin limitarse a, administraciones Unicas o multiples durante diversos
momentos, administracion en embolada e infusién intermitente.

Los anticuerpos biespecificos se pueden formular, dosificar y administrar de una forma consecuente con la buena
practica médica. Los factores que se deben tener en consideracion en este contexto incluyen el trastorno particular
que se trata, el mamifero particular que se trata, el estado clinico del paciente individual, la causa del trastorno, el sitio
de administracion del agente, el procedimiento de administracion, el programa de administracién y otros factores
conocidos por los médicos. El anticuerpo biespecifico no lo necesita, pero opcionalmente se formula con uno 0 mas
agentes usados actualmente para prevenir o tratar el trastorno en cuestion. La cantidad eficaz de dichos otros agentes
depende de la cantidad de anticuerpo presente enla formulacion, del tipo de trastorno o tratamiento y de otros factores
analizados anteriormente. Estos se usan en general en las mismas dosificaciones y con vias de administracién como
se describe en el presente documento, o aproximadamente de un 1 a un 99 % de las dosificaciones descritas en el
presente documento, o0 en cualquier dosificacion y por cualquier via que se determine empirica/clinicamente como
apropiada.

Para la prevencion o tratamiento de la enfermedad, la dosificacidén apropiada de un anticuerpo biespecifico dependera
del tipo de enfermedad que se va a tratar, del tipo de anticuerpo, de la gravedad y evolucién de la enfermedad, de si

77



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2984937 T3

el anticuerpo biespecifico se administra para propdsitos preventivos o terapéuticos, del tratamiento previo, de la
anamnesis y respuesta del paciente al anticuerpo biespecifico y del criterio del médico especialista. El anticuerpo
biespecifico se administra adecuadamente al paciente de una vez o durante una serie de tratamientos. Dependiendo
del tipoy la gravedad de la enfermedad, aproximadamente de 1 pg/kg a 15 mg/kg (por ejemplo, 0,1 mg/kg a 10 mg/kg)
del anticuerpo biespecifico o del anticuerpo novedoso que se une a DRS puede ser una dosificacién candidata inicial
para su administracion al paciente, por ejemplo, ya sea mediante una 0 mas administraciones separadas 0 mediante
infusién continua. Una dosificacién diaria tipica podria variar desde aproximadamente 1 ug/kg a 100 mg/kg o mas,
dependiendo de los factores mencionados anteriormente. Para administraciones repetidas durante varios dias o mas,
dependiendo de |la afeccién, en general, se prolongaria el tratamiento hasta que se produjera una supresion deseada
de los sintomas de la enfermedad. Una dosificacién ejemplar del anticuerpo biespecifico estaria en el intervalo de
aproximadamente 0,05 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg. Por tanto, se pueden administrar al paciente una o mas
dosis de aproximadamente 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg o 10 mg/kg. Dichas dosis se pueden administrar de forma
intermitente, por ejemplo, cada semana o cada tres semanas (por ejemplo, de modo que el paciente reciba de
aproximadamente dos a aproximadamente veinte, o por ejemplo, aproximadamente seis dosis del anticuerpo
biespecifico). Se puede administrar una dosis inicial mayor de carga, seguida de una o mas dosis menores. Sin
embargo, pueden ser Utiles otras pautas de dosificacion. La progresién de este tratamiento se supervisa facilmente
por técnicas y ensayos convencionales.

Se entiende que cualquiera de las formulaciones o procedimientos terapéuticos anteriores se puede llevar a cabo
usando un inmunoconjugado de la invencion en lugar o ademas de la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que se une a FolR1 y a CD3 y el anticuerpo anti-PD-1 antagonista de la union al eje de PD-
1y, opcionalmente, el anticuerpo antagonista anti-TIM3.

I. Articulos de fabricacién

En otro aspecto de la invencién se proporciona un articulo de fabricacién que contiene materiales Utiles para el
tratamiento, prevencién y/o diagndstico de los trastornos descritos anteriormente. El articulo de fabricacidon comprende
un recipiente y una ficha técnica o prospecto del envase en o asociado con el recipiente. Los recipientes adecuados
incluyen, por ejemplo, frascos, viales, jeringuillas, bolsas de solucidén i.v., etc. Los recipientes pueden estar formados
por una variedad de materiales, tales como vidrio o plastico. El recipiente contiene una composicion que por si misma
0 combinada con otra composicidon es eficaz para tratar, prevenir y/o diagnosticar la afeccién y que puede tener un
orificio de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de solucion intravenosa o un vial que tenga
un tapén perforable por una aguja hipodérmica). Al menos un agente activo en la composicién es un anticuerpo
biespecifico y un agente activo adicional es el agente quimioterapico adicional como se describe en el presente
documento. La ficha técnica o prospecto del envase indican que la composicién se usa para tratar la afeccion de
eleccidon. Ademas, el articulo de fabricacion puede comprender (a) un primer recipiente con una composicién contenida
en el mismo, en el que la composicidn comprende un anticuerpo biespecifico; y (b) un segundo recipiente con una
composicion contenida en el mismo, en el que la composicion comprende otro agente citotéxico o de otro modo
terapéutico. El articulo de fabricaciéon en este modo de realizacién de la invencidn puede comprender ademas un
prospecto del envase que indique que las composiciones se pueden usar para tratar una afeccién particular. De forma
alternativa, o adicionalmente, el articulo de fabricacidon puede comprender ademas un segundo (o tercer) recipiente
que comprenda un tampon farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para inyectables (BWFI),
solucion salina tamponada con fosfato, solucidén 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.

Se entiende que cualquiera de los articulos de fabricacion anteriores puede incluir un inmunoconjugado de lainvencion
en lugar de o0 ademas de las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T que se une a
FolR1 y a CD3 y el anticuerpo anti-PD-1 antagonista de la unién al eje de PD-1 y, opcionalmente, el anticuerpo
antagonista anti-TIM3.

lll. EJEMPLOS

Los siguientes son ejemplos de procedimientos y composiciones de la invencién. Se entiende que se pueden poner
en practica otros modos de realizacién diversos, dada la descripcion general proporcionada anteriormente.

Los siguientes son ejemplos de procedimientos y composiciones de la invencién. Se entiende que se pueden poner
en practica otros modos de realizacién diversos, dada la descripcion general proporcionada anteriormente.

Procedimientos generales
Técnicas de ADN recombinante
Se usaron procedimientos estandar para manipular ADN como se describe en Sambrook ef al., Molecular cloning: A

laboratory manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989. Se usaron los
reactivos bioldgicos moleculares de acuerdo con las instrucciones de los fabricantes. La informacidn general con
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respecto a las secuencias de nucleétidos de las cadenas ligera y pesada de inmunoglobulinas humanas se da en:
Kabat, E.A. et al., (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed., publicacion NIH n.® 91-3242.

Secuenciacién de ADN
Se determinaron secuencias de ADN por secuenciacion de doble hebra.
Sintesis génica

Se generaron segmentos de genes deseados, cuando se requirid, por PCR usando moldes apropiados o bien se
sintetizaron por Geneart AG (Regensburg, Alemania) a partir de oligonucleétidos sintéticos y productos de PCR por
sintesis génica automatizada. En casos donde no estaba disponible ninguna secuencia génica exacta, se disefiaron
cebadores oligonucleotidicos en base a las secuencias de los homélogos mas cercanos y se aislaron los genes por
RT-PCR del ARN procedente del tejido apropiado. Se clonaron segmentos génicos flanqueados por sitios de escision
de endonucleasas de restriccion singulares en vectores de clonacion/secuenciacion estandar. Se purifico el ADN
plasmidico de bacterias transformadas y se determiné la concentracion por espectroscopia UV. Se confirmo la
secuencia de ADN de los fragmentos génicos subclonados por secuenciacién de ADN. Se disefiaron segmentos
génicos con sitios de restriccion adecuados para permitir la subclonacion en los respectivos vectores de expresién. Se
disefiaron todas las construcciones con una secuencia de ADN del extremo 5' que codifica un péptido lider que dirige
las proteinas para su secrecién en células eucariotas.

Aislamiento de linfocitos pan T primarios humanos de PBMC

Se prepararon leucocitos monomorfonucleares en la sangre periférica (PBMC) mediante centrifugacion por densidad
en Histopaque a partir de preparaciones enriquecidas de linfocitos (capas leucociticas) obtenidas de bancos de sangre
locales o de sangre fresca de donantes humanos sanos. En resumen, la sangre se diluyé con PBS estéril y se coloco
cuidadosamente en una capa sobre un gradiente de Histopaque (Sigma, H8889). Después de la centrifugacién durante
30 minutos a 450 x g a temperatura ambiente (freno desconectado), se desechd parte del plasma que se encontraba
por encima de la interfase que contenia los PBMC. Los PBMC se transfirieron a nuevos tubos Falcon de 50 ml y los
tubos se rellenaron con PBS hasta un volumen total de 50 ml. La mezcla se centrifugd a temperatura ambiente durante
10 minutos a 400 x g (freno activado). El sobrenadante se desechd y el sedimento de PBMC se lavé dos veces con
PBS estéril (etapas de centrifugacion a 4 °C durante 10 minutos a 350 x g). La poblaciéon de PBMC resultante se contd
automaticamente (ViCell) y se almacend en un medio RPMI1640 que contenia FCS al 10 % y L-alanil-L-glutamina al
1 % (Biochrom, K0302) a 37 °C, CO2 al 5 % en la estufa de incubacion hasta el inicio del ensayo.

El enriguecimiento de linfocitos T a partir de PBMC se realizd usando el kit || de aislamiento de linfocitos pan T (Miltenyi
Biotec n.° 130-091-156), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, los sedimentos celulares se
diluyeron en 40 pl de tampén frio por 10 millones de células (PBS con BSA al 0,5 %, EDTA 2 mM, filtrado estéril) y se
incubaron con 10 pl de céctel de biotina-anticuerpo por 10 millones de células durante 10 min a 4 °C. Se afiadieron
30 ul de tampén frio y 20 ul de microesferas magnéticas anti-biotina por 10 millones de células, y la mezcla se incubo
durante otros 15 min a4 °C. Las células se lavaron afiadiendo 10-20x el volumen actual y una etapa de centrifugacién
posterior a 300 x g durante 10 min. Se resuspendieron hasta 100 millones de células en 500 pl de tampoén. La
separacion magnética de linfocitos pan T humanos no marcados se realizé usando columnas LS (Miltenyi Biotec n.°
130-042-401) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La poblacién de linfocitos T resultante se conté
automaticamente (ViCell) y se almacend en un medio AIM-V a 37 °C, CO2 al 5 % en la estufa de incubacion hasta el
inicio del ensayo (no mas de 24 h).

Aislamiento de linfocitos T indiferenciados primarios humanos de PBMC

Se prepararon leucocitos monomorfonucleares en la sangre periférica (PBMC) mediante centrifugacion por densidad
en Histopaque a partir de preparaciones enriquecidas de linfocitos (capas leucociticas) obtenidas de bancos de sangre
locales o de sangre fresca de donantes humanos sanos. El enriquecimiento de linfocitos T a partir de PBMC se realizo
usando el kit de aislamiento de linfocitos T indiferenciados CD8* de Miltenyi Biotec (n.° 130-093-244), de acuerdo con
las instrucciones del fabricante, pero omitiendo la Ultima etapa de aislamiento de los linfocitos T CD8* (véase también
la descripcion para el aislamiento de linfocitos pan T humanos primarios).

Aislamiento de linfocitos pan T murinos de esplenocitos

Se aislaron bazos de ratones C57BL/6, se transfirieron a un tubo en C GentleMACS (Miltenyi Biotech n.° 130-093-237)
que contenia tampdén MACS (PBS + BSA al 0,5 % + EDTA 2 mM) y se disociaron con el disociador GentleMACS para
obtener suspensiones de células disociadas de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La suspension celular se
pasé a través de un filtro de separacion previa para eliminar las particulas de tejido no disociadas restantes. Después
de la centrifugaciéon a 400 x g durante 4 min a 4 °C, se afiadidé tampodn de lisis ACK para lisar los globulos rojos
(incubacion durante 5 min a temperatura ambiente). Las células restantes se lavaron con tampén MACS dos veces,
se contaron y se usaron para el aislamiento de linfocitos pan T murinos. Se realizé seleccidon (magnética) negativa
usando el kit de aislamiento de linfocitos pan T de Miltenyi Biotec (n.° 130-090-861), de acuerdo con las instrucciones
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del fabricante. La poblacién de linfocitos T resultante se conté automaticamente (ViCell) y se usé inmediatamente para
ensayos adicionales.

Aislamiento de PBMC primarios de macaco cangrejero de sangre heparinizada

Se prepararon leucocitos monomorfonucleares en la sangre periférica (PBMC) mediante centrifugacion por densidad
a partir de sangre fresca de donantes macacos cangrejeros sanos, como sigue: se diluy6 sangre heparinizada 1:3 con
PBS estéril, y se diluyd medio Lymphoprep (Axon Lab n.° 1114545) al 90 % con PBS estéril. Dos voliumenes de la
sangre diluida se colocaron en una capa sobre un volumen del gradiente de densidad diluido y la fraccion de PBMC
se separd mediante centrifugacién durante 30 min a 520 x g, sin freno, a temperatura ambiente. La banda de PBMC
se transfirié a un tubo Falcon nuevo de 50 mly se lavé con PBS estéril por centrifugacién durante 10 mina 400x g a
4 °C. Se realizé una centrifugacion a baja velocidad para eliminar las plaquetas (15 mina 150 x g, 4 °C), y la poblacién
de PBMC resultante se contd automaticamente (ViCell) y se usé inmediatamente para ensayos adicionales.

Ejemplo 1
Purificacién de fusiones biotiniladas de Fc con receptor de folato

Para generar nuevos anticuerpos contra FolR1 humano, se generaron los siguientes antigenos y herramientas de
cribado como proteinas de fusién de Fc monovalentes (el dominio extracelular del antigeno unido a la region bisagra
de la molécula de Fc-boton que se coexpresa con una molécula de Fc-ojal). Los genes antigénicos se sintetizaron
(Geneart, Regensburg, Alemania) en base a secuencias obtenidas de GenBank o SwissProt y se insertaron en
vectores de expresion para generar proteinas de fusion con Fc-botdn con una marca de avidina C terminal para
biotinilacion in vivo o in vitro. La biotinilacion in vivo se logré mediante la coexpresion del gen birA bacteriano que
codifica una biotina ligasa bacteriana durante la produccién. La expresién de todos los genes se realiz6 bajo el control
de un promotor MPSV quimérico en un plasmido que contiene un elemento oriP para el mantenimiento estable de los
plasmidos en lineas celulares que contienen EBNA.

Para la preparacion de las moléculas de fusién Fc/antigeno monoméricas biotiniladas, se cotransfectaron células
HEK293 EBNA en suspension en crecimiento exponencial con tres vectores que codifican los dos componentes de la
proteina de fusién (cadenas botdn en ojal), asi como BirA, una enzima necesaria para la reaccién de biotinilacion. Los
vectores correspondientes se usaron en una proporcion 9,5: 9,5. 1 ("ECD del antigeno-Fc botén-marca de avidina" :
"Fc ojal" : "BirA").

Para la produccion de proteinas en matraces de agitacion de 500 ml, se sembraron 400 millones de células HEK293
EBNA 24 horas antes de la transfeccién. Para la transfeccion, las células se centrifugaron durante 5 minutos a210x g
y el sobrenadante se reemplazé por medio CD CHO precalentado. Los vectores de expresién se resuspendieron en
20 ml de medio CD CHO que contenia 200 ug de ADN vector. Después de |la adicidn de 540 ul de polietilenimina (PEI),
la solucion se mezclé durante 15 segundos y se incubé durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente,
las células se mezclaron con la solucién de ADN/PEI, se transfirieron a un matraz de agitacion de 500 ml y se incubaron
durante 3 horas a 37 °C en una estufa de incubacién con una atmdsfera de CO2 al 5 %. Después de la incubacion, se
afiadieron 160 ml de medio F17 y las células se cultivaron durante 24 horas. Un dia después de la transfeccion, se
afiadié acido valproico 1 mMy medio Feed 1 (Lonza) al 7 % al cultivo. El medio de produccidon también se complemento
con biotina 100 uM. Después de cultivar durante 7 dias, se recogidé el sobrenadante de las células mediante
sedimentacidon por centrifugado durante 15 min a 210 x g. La solucidon se filtré6 en condiciones estériles (filtro de
0,22 um), se complementé con acida sédica hasta una concentracion final de 0,01 % (p/v) y se mantuvo a 4 °C.

Las proteinas secretadas se purificaron de los sobrenadantes de cultivo celular mediante cromatografia de afinidad
usando proteina A, seguida de una cromatografia de exclusién por tamafio. Para la cromatografia de afinidad, se cargd
el sobrenadante en una columna HiTrap Protein A HP (VC =5 ml, GE Healthcare) equilibrada con 40 ml de fosfato de
sodio 20 mM, citrato de sodio 20 mM, pH 7,5. Se retird la proteina no unida lavando con al menos 10 volumenes de
columna de fosfato de sodio 20 mM, citrato de sodio 20 mM, pH 7,5. La proteina unida se eluyd usando un gradiente
de pH lineal creado en 20 volumenes de columna de citrato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 100 mM, glicina 100 mM,
pH 3,0. A continuacién, se lavo la columna con 10 volumenes de columna de citrato de sodio 20 mM, cloruro de sodio
100 mM, glicina 100 mM, pH 3,0. El pH de las fracciones recogidas se ajusté afiadiendo 1/10 (v/v) de fosfato de sodio
0,5 M, pH 8,0. Se concentré la proteina y se filtré antes de cargarla en una columna HiLoad Superdex 200 (GE
Healthcare) equilibrada con histidina 20 mM, cloruro de sodio 140 mM, pH 6,0.

Se determiné la concentracidén de proteina midiendo la densidad 6ptica (DO) a 280 nm, usando el coeficiente de
extincién molar calculado en base a la secuencia de aminoacidos. La pureza y el peso molecular de la fusion FolR1-
Fc se analizaron mediante electroforesis capilar-SDS en presencia y ausencia de un agente reductor siguiendo las
instrucciones del fabricante (instrumento Caliper LabChipGX, Perkin Elmer). Se analiz6 el contenido en agregado de
las muestras usando una columna analitica de exclusion por tamafio TSKgel G3000 SW XL (Tosoh) equilibrada en
KaoHPO4 25 mM, NaCl 125 mM, monoclorhidrato de L-arginina 200 mM, NaNs al 0,02 % (p/v), tampon de migracion a
pH 6,7 a25 °C.
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Las proteinas de fusion antigeno-Fc purificadas se analizaron mediante ensayos de resonancia de plasmén superficial
usando anticuerpos disponibles comercialmente para confirmar la conformacion correcta y natural de los antigenos
(no se muestran datos).

Tabla 1: Antigenos producidos para aislamiento, seleccion y contraseleccidén de anticuerpos anti-FolR1 humano

Antigeno ECD (aa) Numero de|Secuencia SEQ ID NO
acceso

FolR1 25-234 P15328 227

humano

FolR2 17-230 P14207 228

humano

FolR3 24-243 P41439 229

humano

FolR1 murino |25-232 P35846 230

FolR1 de [25-234 G7PR14 231

macaco

cangrejero

Tabla 2: Resumen del rendimiento y contenido final de monémero de las fusiones FolR-Fc

Monémero
Antigeno [%] Rendimiento
(SEC)
huFolR1 100 30 mgl/l
cyFolR1 100 32 mg/fl
muFolR1 100 31 mg/l
huFolR2 100 16 mgll
huFolR3 95 38 mgl/l

Ejemplo 2
Generacién de la cadena ligera comun con especificidad para CD3¢

Las moléculas biespecificas activadoras de linfocitos T descritas en el presente documento comprenden al menos un
resto de unién a CD3. Este resto se puede generar inmunizando animales de laboratorio, cribando una coleccién de
fagos o usando anticuerpos anti-CD3 conocidos. La cadena ligera comun con especificidad para CD3¢ se generd
humanizando la cadena ligera de un anticuerpo murino anti-CD3e original (CH2527). Para la humanizacion de un
anticuerpo de origen no humano, se deben trasplantar los residuos de las CDR del anticuerpo no humano (donante)
a la regién estructural de un anticuerpo humano (aceptador). En general, las secuencias de la regién estructural
aceptadora se seleccionan alineando la secuencia del donante con una coleccién de secuencias aceptadoras
potenciales y eligiendo una que tenga una homologia razonable con el donante 0 que muestre aminoacidos similares
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en algunas posiciones criticas para la estructura y la actividad. En el presente caso, la busqueda de la region
estructural aceptadora de anticuerpo se realizé alineando la secuencia del dominio VL de ratén del anticuerpo original
con una coleccion de secuencias de la linea germinal humana y eligiendo la secuencia humana que mostrdé una
identidad de secuencia alta. Sorprendentemente, se encontrd una buena coincidencia en términos de homologia de
secuencia de la regidn estructural en una cadena ligera humana bastante poco frecuente perteneciente a la familia 7
de dominios V del tipo lambda, mas precisamente, hVL_7_46 (nomenclatura IMGT, n.® acceso GenBank Z73674).
Esta cadena ligera humana poco frecuente se eligid posteriormente como regién estructural aceptadora para la
humanizacién de la cadena ligera de CH2527. Las tres regiones determinantes de la complementariedad (CDR) del
dominio variable de la cadena ligera de ratdn se injertaron en esta regién estructural aceptadora. Dado que la region
estructural 4 no forma parte de la regidn variable del gen V de la linea germinal, la alineacion para esta region (elemento
J) se realizé individualmente. Por tanto, se eligié la secuencia IGLJ3-02 para la humanizacion de esta cadena ligera.

Se generaron trece variantes humanizadas (CH2527-VL7_46-1 a VL7_46-10, VL7_46-12 a VL7_46-14). Estas
variantes difieren en los residuos de la regién estructural (y combinaciones de los mismos) que se retromutaron a la
secuencia del dominio V murino o en los residuos CDR (definicion de Kabat) que se podian mantener idénticos a la
secuencia de lalinea germinal humana. Los siguientes residuos de regidn estructural fuera de las CDR se retromutaron
a los residuos murinos en la variante del dominio VL humanizado final VL7_46-13 (residuos murinos enumerados):
V36, E38, F44, G46, G49y G57, respectivamente. El elemento J humano IGLJ3-02 era 100 % idéntico al elemento J
del anticuerpo murino original.

Ejemplo 3
Evaluacién por SPR de variantes humanizadas con especificidad para CD3¢

Las variantes de VL humanizadas se evaluaron como quimera en un formato TCB 2+1, es decir, los dominios V de la
cadena ligera humanizada se emparejaron con dominios V de la cadena pesada murina. La evaluacién por SPR se
realizd en un instrumento ProteOn XPR36 (Bio-Rad). Mas precisamente, las variantes se capturaron directamente del
sobrenadante de cultivo en un chip sensor GLM derivatizado anti-Fab (anticuerpo caprino anti-lgG humana, especifico
del fragmento F(ab')2, Jackson ImmunoResearch) en orientacion vertical. Los siguientes analitos posteriormente se
inyectaron horizontalmente como concentraciones Unicas para evaluar la unién a CD3e humano y de macaco
cangrejero. huCD3¢g(-1-26)-Fc(botén)-avi (ID807) 3 uM y cyCD3e-(-1-26)-Fc(botdn)-avi-Fc(ojal) (ID873) 2,5 uM,
respectivamente. Las respuestas de unién se compararon cualitativamente con la unién de la construccidn de control
murina y se calificaron con + (unién observada comparable), +/- (unién observada reducida) y - (ninguna unién
observada). El anticuerpo de captura se regenerd después de cada ciclo de captura de ligando y unién de analito y la
construccién murina se reinyecté al final del estudio para confirmar la actividad de la superficie de captura. Los
resultados se resumen en la tabla 3.

CH2527-VL_murina +
CH2527-VL7_46-1 -
CH2527-VL7_46-2 -
CH2527-VL7_46-3 -
CH2527-VL7_46-4 -
CH2527-VL7_46-5 -
CH2527-VL7_46-6 -
CH2527-VL7_46-7 -
CH2527-VL7_46-8 -
CH2527-VL7_46-9 -

CH2527-VL7_46-10 -

CH2527-VL7_46-12 +/-

CH2527-VL7_46-13 +

CH2527-VL7_46-14 -

Tabla 3: Evaluacidén cualitativa de union basada en SPR para las variantes de la cadena ligera humanizada
combinadas con la cadena pesada murina de CH2527. Solo la variante de la cadena ligera humanizada que se e€ligio
finalmente, CH2527-VL7_46-13, resaltada en negrita, presentd una unién comparable a CD3e humano y de macaco
cangrejero.
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Ejemplo 4
Propiedades de la cadena ligera comun humanizada con especificidad para CD3¢

La variante del dominio V de la cadena ligera que se €ligio como la molécula inicial humanizada es VL7_46-13. Se
determiné el grado de humanidad, es decir, la homologia de secuencia del dominio V humanizado con la secuencia
del dominio V de la linea germinal humana. Para VL7_46-13, |la identidad de secuencia global con el homdlogo de la
linea germinal humana mas cercano es de un 65 % antes de la humanizacion y de un 80 % después de ella. Omitiendo
las regiones CDR, la identidad de secuencia es de un 92 % con respecto al homdlogo de la linea germinal humana
mas cercano. Como se puede ver en la tabla 3, VL7_46-13 es la Unica variante de VL humanizada de un panel de 13
variantes que mostré una unién comparable al anticuerpo murino original y también conservd su reactividad cruzada
con el CD3¢e de macaco cangrejero. Este resultado indica que no era trivial humanizar el dominio VL murino sin perder
afinidad de unién por CD3g, lo que requeria varias retromutaciones a los residuos de la regién estructural murina (en
particular G46) mientras se conservaba G24 en CDR1. Ademas, este resultado muestra que el dominio VL desempefia
un papel fundamental en el reconocimiento de la diana. Es importante destacar que el dominio VL humanizado
VL7_46-13 basado en una linea germinal humana poco frecuente perteneciente a la familia 7 de dominios V de tipo
lambda y que conserva la afinidad y especificidad para CD3¢, también es adecuado para su uso como una cadena
ligera comun en colecciones de anticuerpos de presentacion en fagos del formato Fab y permite la seleccion exitosa
de especificidades novedosas, lo que facilita enormemente la generacién y produccion de moléculas biespecificas que
se unen a CD3e y, por ejemplo, a una diana tumoral y que comparten la misma cadena ligera "comun”.

Ejemplo 5

Generacidén de una coleccién de anticuerpos de presentaciéon en fagos usando una cadena ligera comun de la
linea germinal humana derivada de HVK1-39

Varios enfoques para generar anticuerpos biespecificos que se asemejan a la IgG humana de longitud completa
utilizan modificaciones en la region Fc que inducen la heterodimerizacion de dos cadenas pesadas distintas. Dichos
ejemplos incluyen tecnologias de botdn en ojal (Merchant et al.,, Nat Biotechnol. Jul. de 1998;16(7).677-81), SEED
(Davis et al., Protein Eng Des Sel. Abr. de 2010; 23(4): 195-202) y conduccién electrostatica (Gunasekaran et al., J
Biol Chem. 18 de jun. de 2010; 285(25). 19637-46). Aunque estos enfoques permiten la heterodimerizacion eficaz de
dos cadenas pesadas distintas, el emparejamiento apropiado de cadenas ligeras y pesadas relacionadas sigue siendo
un problema. El uso de una cadena ligera (LC) comun puede resolver este problema (Merchant et al., Nat Biotech 16,
677-681 (1998)).

Aqui se describe la generacion de una coleccion de anticuerpos para la presentacion en un fago M13. Esencialmente,
se disefid una coleccidn de multiples regiones estructurales para la cadena pesada con una cadena ligera constante
(o "comun"). Esta colecciéon esta disefiada para generar anticuerpos multiespecificos sin necesidad de usar
tecnologias sofisticadas para evitar el emparejamiento erréneo de la cadena ligera.

El uso de una cadena ligera comun permite facilitar la produccion de estas moléculas, ya que ya no se produce un
emparejamiento erréneo y se facilita el aislamiento de un anticuerpo biespecifico altamente puro. En comparacién con
otros formatos, el uso de fragmentos Fab como componentes basicos a diferencia de, por ejemplo, el uso de
fragmentos scFv da como resultado una mayor estabilidad térmica y la ausencia de agregacién de scFv y de formacion
de scFv intermolecular.

Generacién de la coleccién

A continuacién, se describe la generacién de una coleccién de anticuerpos para la presentacion en el fago M13.
Esencialmente, se disefid una coleccién de multiples regiones estructurales para la cadena pesada con una cadena
ligera constante (o "comun").

Se usaron estas cadenas pesadas en la coleccién (nUmeros de acceso GenBank entre paréntesis):

IGHV1-46*01 (X92343) (SEQ ID NO: 104)

IGHV1-69*06 (L22583) (SEQ ID NO: 105)

IGHV3-15*01 (X92216) (SEQ ID NO: 106)

IGHV3-23*01 (M99660) (SEQ ID NO: 107)

IGHV4-59*01 (AB019438) (SEQ ID NO: 108)

IGHV5-51*01 (M99686) (SEQ ID NO: 109)

Todas las cadenas pesadas usan IGHJ2 como elemento J, excepto IGHV1-69*06 que usa la secuencia IGHJ6. El
disefio de la aleatorizacion incluyé la CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3. Para CDR-H1 y CDR-H2 se eligié una estrategia
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de aleatorizacién "suave", y los oligonucleétidos de aleatorizacion fueron tales que el coddn para el aminoacido de la
secuencia de la linea germinal estaba presente al 50 %. Todos los demas aminoacidos, excepto la cisteina, sumaban
el 50 % restante. En CDR-H3, donde no hay aminoacidos en la linea germinal debido a la presencia del elemento D
genético, se disefiaron oligonucleotidos que permiten el uso de insertos aleatorizados entre el elemento Vy el elemento
J de 4 a 9 aminoacidos de longitud. Los oligonucleotidos contenidos en su parte aleatorizada, por ejemplo, los tres
aminoacidos G/Y/S, estan presentes al 15 % cada uno, mientras que los aminoacidos A/D/T/R/P/LIV/IN/WIF/I/E estan
presentes al 4,6 % cada uno.

Se describen procedimientos ejemplares para la generacién de colecciones de anticuerpos en Hoogenboom et al,,
Nucleic Acids Res. 1991, 19, 4133-413; Lee et al., J. Mol. Biol. (2004) 340, 1073-1093.

La cadena ligera se deriva de la secuencia humana hVK1-39, y se usa de forma no modificada y no aleatorizada. Esto
garantizara que se pueda usar la misma cadena ligera para otros proyectos sin modificaciones adicionales.

Seleccién de la coleccién ejemplar:

Las selecciones con todas las colecciones de maduracion de la afinidad se llevan a cabo en solucién de acuerdo con
el siguiente procedimiento usando un dominio extracelular monomérico y biotinilado de un antigeno X diana.

1. 10*M2 particulas de fagémidos de cada coleccién se unen a antigeno soluble biotinilado 100 nM durante 0,5 h en
un volumen total de 1 ml. 2. El antigeno biotinilado se captura y las particulas de fagos unidas especificamente se
aislan mediante la adicién de ~5 x 10*7 microesferas magnéticas recubiertas con estreptavidina durante 10 min. 3.
Las microesferas se lavan usando 5-10 x 1 ml de PBS/Tween20 y 5-10 x 1 ml de PBS. 4. La elucion de las particulas
de fagos se realiza por adicidon de 1 ml de TEA (trietilamina) 100 mM durante 10 min y neutralizacién mediante adicion
de 500 ul de Tris/HCI 1 M, pH 7,4 y 5. En rondas de seleccidn posteriores se aplica la reinfeccion de las bacterias E.
coli TG1 en crecimiento exponencial, la infeccion con el fago auxiliar VCSM13 y la posterior precipitacién con
PEG/NaCl de particulas de fagdémidos. Las selecciones se llevan a cabo en 3-5 rondas usando concentraciones de
antigeno constantes o decrecientes (de 10*-7 M a 2 x 107-9 M). En la ronda 2, la captura de los complejos antigeno-
fago se realizé usando placas de neutravidina en lugar de microesferas de estreptavidina. Todas las reacciones de
unién se complementan con seroalbumina bovina 100 nM o con leche desnatada en polvo para competir por los clones
no deseados que surgen de la simple unién adhesiva de los anticuerpos al soporte plastico.

Las selecciones se llevan a cabo en tres o cuatro rondas usando concentraciones decrecientes del antigeno
comenzando a partir de 100 nM y bajando hasta 5 nM en la ronda de seleccion final. Las moléculas de union
especificas se definen como sefiales aprox. 5 veces mayores que el fondo y se identifican mediante ELISA. Las
moléculas de unidn especifica se identifican mediante ELISA como sigue: Se recubren 100 ul de antigeno biotinilado
10 nM por pocillo en placas de neutravidina. Se afladen sobrenadantes bacterianos que contienen Fab y se detectan
los Fab de union por medio de sus marcas Flag usando un anticuerpo secundario anti-Flag/HRP. Los clones positivos
en ELISA se expresan en bacterias como fragmentos Fab solubles en formato de 96 pocillos y los sobrenadantes se
someten a un experimento de cribado cinético mediante analisis SPR usando ProteOn XPR36 (BioRad). Se identifican
los clones que expresan Fab con las constantes de afinidad mas altas y se secuencian los fagémidos
correspondientes. Para una caracterizacion adicional, las secuencias de Fab se amplifican mediante PCR a partir del
fagdmido y se clonan por medio de sitios de restriccién apropiados en vectores de expresion de IgG+1 humana para la
produccién en mamiferos.

Generacién de una coleccién de anticuerpos de presentacién en fagos usando una cadena ligera comun
especifica para CD3e humanizada

Aqui se describe la generacion de una coleccién de anticuerpos para la presentacion en el fago M13. Esencialmente,
se disefid una coleccidn de multiples regiones estructurales para la cadena pesada con una cadena ligera constante
(o "comun"). Esta coleccidén se disefid para la generacién de anticuerpos biespecificos de linfocitos T inactivos que
contienen Fc, pero que se unen a FcyR, del isotipo IgG1 P329G LALA o 1gG4 SPLE PG en los que uno o dos Fab
reconocen un antigeno de superficie tumoral expresado en una célula tumoral mientras que el brazo Fab restante del
anticuerpo reconoce CD3eg en un linfocito T.

Generacién de la coleccion

A continuacién, se describe la generacién de una coleccién de anticuerpos para la presentacion en el fago M13.
Esencialmente, se disefid una coleccién de multiples regiones estructurales para la cadena pesada con una cadena
ligera constante (o "comun"). Esta coleccidon esta disefiada Unicamente para la generacién de anticuerpos
biespecificos de linfocitos T inactivos que contienen Fc, pero que se unen a FcyR, del isotipo 1gG1 P329G LALA 0 1gGs
SPLE PG.

La diversidad se introdujo mediante aleatorizacion de oligonucleétidos solo en la CDR3 de las diferentes cadenas

pesadas. Los procedimientos para la generacién de colecciones de anticuerpos son bien conocidos en la técnicay se
describen en Hoogenboom et al., Nucleic Acids Res. 1991, 19, 4133-413; o en: Lee et al., J. Mol. Biol. (2004) 340,
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1073-1093.

Se usaron estas cadenas pesadas en la coleccién:
IGHV1-46"01 (X92343) (SEQ ID NO: 104)
IGHV1-69*06 (L22583) (SEQ ID NO: 105)
IGHV3-15*01 (X92216) (SEQ ID NO: 106)
IGHV3-23*01 (M99660) (SEQ ID NO: 107)
IGHV4-59*01 (AB019438) (SEQ ID NO: 108)
IGHV5-51*01 (M99686) (SEQ ID NO: 109)

Se uso la cadena ligera derivada del anticuerpo humanizado CH2527 especifico para CD3e de macaco cangrejero y
humano en la coleccion: (VL7_46-13; SEQ ID NO: 112). Esta cadena ligera no se aleatorizd y se usé sin modificaciones
adicionales para garantizar la compatibilidad con diferentes moléculas de unién biespecificas.

Todas las cadenas pesadas usan IGHJ2 como elemento J, excepto IGHV1-69*06 que usa la secuencia IGHJ6. El
disefio de la aleatorizacidon se centrd solo en la CDR-H3, y se disefiaron oligonucledtidos de PCR que permiten el uso
de insertos aleatorios entre el elemento V y el elemento J de 4 a 9 aminoacidos de longitud.

Ejemplo 6

Seleccién de fragmentos de anticuerpo de colecciones de cadenas ligeras comunes (que comprenden
cadenas ligeras con especificidad para CD3¢) contra FolR1

Los anticuerpos 16A3, 15A1, 18D3, 19E5, 19A4, 15H7, 15B6, 16D5, 15E12, 21D1, 16F12, 21A5, 21G8, 19H3, 20G6
y 20H7 que comprenden la cadena ligera comun VL7_46-13 con especificidad para CD3e se obtuvieron mediante
selecciones de presentacion en fagos contra diferentes especies (humana, de macaco cangrejero y murina) de FolR1.
Los clones 16A3, 15A1, 18D3, 19E5, 19A4, 15H7, 15B6, 21D1, 16F12, 19H3, 20G6 y 20H7 se seleccionaron de una
subcoleccién en la que la cadena ligera comun estaba emparejada con un repertorio de cadenas pesadas basado en
la linea germinal humana VH1_46. En esta subcoleccién, la CDR3 de VH1_46 se habia aleatorizado en base a 6
longitudes diferentes de CDR3. Los clones 16D5, 15E12, 21A5 y 21G8 se seleccionaron de una subcoleccidn en la
que la cadena ligera comun estaba emparejada con un repertorio de cadenas pesadas basado en la linea germinal
humana VH3_15. En esta subcoleccién, la CDR3 de VH3_15 se habia aleatorizado en base a 6 longitudes diferentes
de CDR3. Para obtener anticuerpos con reactividad cruzada para distintas especies (o reactivos para FolR1 murino),
las diferentes especies de FolR1 se alternaron (0 se mantuvieron constantes) de diferentes maneras en 3 rondas de
bioseleccion (biopanning): 16A3 y 15A1 (FolR1 humano - de macaco - humano); 18D3 (FolR1 de macaco - humano -
murino); 19E5 y 19A4 (3 rondas contra FolR1 murino); 15H7, 15B6, 16D5, 15E12, 21D1, 16F12, 21A5, 21G8 (FolR1
humano - de macaco - humano); 19H3, 20G6 y 20H7 (3 rondas contra FolR1 murino).

Los FolR1 humano, murino y de macaco cangrejero como antigenos para las selecciones de presentacion en fagos,
asi como los cribados basados en ELISA y SPR, se expresaron de forma transitoria como fusion Fc monomérica N
terminal en células HEK EBNA y se biotinilaron especificamente en el sitio in vivo por medio de la coexpresion de la
biotina ligasa BirA en la secuencia de reconocimiento de la marca de avidina localizada en el extremo C de la parte
Fc que lleva la cadena del receptor (cadena de botdn Fc). Para evaluar la especificidad para FolR1, se generaron dos
receptores relacionados, FolR2 y FolR3 humanos de la misma manera.

Se realizaron rondas de seleccidn (biopanning) en solucién de acuerdo con el siguiente patrén:

1. Eliminacion previa de ~10'2 particulas de fagomidos en placas Maxisorp recubiertas con 10 yg/ml de una 1gG
humana no relacionada para agotar las colecciones de anticuerpos que reconocen la parte Fc del antigeno.

2. Incubacidn de las particulas de fagdmidos que no se unen a Fc con FolR1 biotinilado humano, de macaco cangrejero
o murino 100 nM durante 0,5 h en presencia de una construccién de Fc de botdn en ojal no biotinilada no relacionada
100 nM para una disminucién adicional de las moléculas de unién a Fc en un volumen total de 1 ml.

3. Captura del FolR1 biotinilado y del fago especificamente unido mediante transferencia a 4 pocillos de una placa de
microvaloracion prerrecubierta con neutravidina durante 10 min (en las rondas 1y 3).

4. Lavado de los pocillos respectivos con 5x PBS/Tween20y 5x PBS.

5. Elucién de las particulas de fagos por adicion de 250 yl de TEA (trietilamina) 100 mM por pocillo durante 10 min y
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neutralizacién por adicidn de 500 ul de Tris/HCI 1 M pH 7,4 a los eluidos agrupados de 4 pocillos.

6. Eliminacién posterior de los eluidos neutralizados por incubacion en una placa de microvaloracion prerrecubierta
con neutravidina con FolR2 o FolR3 capturado con biotina 100 nM para la eliminacién final de las moléculas de union
a Fcy de unidn inespecifica.

7. Reinfeccion de células de E. coli TG1 en fase logaritmica con el sobrenadante de particulas de fagos eluidas,
infeccién con el fago auxiliar VCSM13, incubacién en un agitador a 30 °C durante la noche y posterior precipitacién
con PEG/NaCl de particulas de fagomidos que se van a usar en la siguiente ronda de seleccion.

Las selecciones se llevaron a cabo en 3 rondas usando concentraciones de antigenos constantes de 100 nM. En la
ronda 2, para evitar el enriquecimiento de moléculas de unién a neutravidina, se realizd la captura de complejos
antigeno:fago por adicion de 5,4 x 107 microesferas magnéticas recubiertas con estreptavidina. Las moléculas de
unién especifica se identificaron mediante ELISA como sigue: Se recubrieron 100 ul de FolR1 biotinilado humano, de
macaco cangrejero o murino 25 nM y 10 ug/ml de 1gG humana sobre placas de neutravidina y placas Maxisorp,
respectivamente. Se afiadieron sobrenadantes bacterianos que contenian Fab y se detectaron los Fab de unién por
medio de sus marcas Flag usando un anticuerpo secundario anti-Flag/[HRP. Los clones que presentan sefiales en
FolR1 humano y son negativos en IgG humana se incluyeron en la preseleccién para realizar analisis adicionales y
también se sometieron a prueba de manera similar contra las dos especies restantes de FolR1. Se expresaron en
bacterias en un volumen de cultivo de 0,5 litros, se purificaron por afinidad y se caracterizaron adicionalmente por
analisis por SPR usando el biosensor ProteOn XPR36 de BioRad.

Las afinidades (Kp) de los clones seleccionados se midieron por resonancia de plasmén superficial (SPR) usando un
instrumento ProteOn XPR36 (Biorad) a 25 °C con FolR1 biotinilado humano, de macaco cangrejero y murino, asi como
FolR2 y FolR3 humanos (controles negativos) inmovilizados en chips NLC por captura con neutravidina. Inmovilizacion
de antigenos (ligando): los antigenos recombinantes se diluyeron con PBST (fosfato 10 mM, cloruro de sodio 150 mM,
pH 7,4, Tween 20 al 0,005 %) a 10 ug/ml y, a continuacion, se inyectaron a 30 ul/minuto en orientacién vertical.
Inyeccién de analitos: para las mediciones de cinética con dosis Unica, se cambio la direccién de inyeccién a la
orientacion horizontal, se inyectaron simultaneamente series de dilucion 1:2 de Fab purificado (intervalos de
concentracion variables) a lo largo de los canales 1-5 separados, con tiempos de asociacion de 200 s y tiempos de
disociacién de 600 s. Se inyecto el tampdn (PBST) a lo largo del sexto canal para proporcionar un blanco "en linea"
como referencia. Se calcularon las constantes de velocidad de asociacion (kas) ¥ las constantes de velocidad de
disociacién (kdis) usando un modelo de Langmuir sencillo de uniéon uno a uno en el programa informatico ProteOn
Manager v3.1 ajustando simultaneamente los sensogramas de asociacion y disociacién. Se calculé la constante de
disociacién en equilibrio (Kp) como la proporcién kdis/kas. La tabla 4 enumera las constantes de disociacion en equilibrio
(Kp) de los clones seleccionados especificos para FolR1.

Tabla 4. Constantes de disociacion en equilibrio (KD) para anticuerpos anti-FolR1 (formato Fab) seleccionados por
presentacién en fagos de subcolecciones de cadenas ligeras comunes que comprenden VL7_46-13, una cadena ligera
humanizada especifica para CD3e. KD en nM.

21,7 muy débi sin unién
30,9 17,3 muy débil sin unién sin unién
93,6 40,2 muy débil sin unién sin unioén
522 276 19,4 sin unién sin unioén
2050 4250 431 sin unién sin unioén
13,4 72,5 sin unién sin unién sin unién
19,1 13,9 sin unién sin unién sin unién
395 114 sin unién sin unién sin unioén
55,7 137 sin unién sin unién sin unioén
62,6 32,1 sin unién sin unién sin unioén
68 90,9 sin unién sin unién sin unién
68,8 131 sin unién sin unién sin unién
130 261 sin unién sin unién sin unién
sin unién sin unioén 89,7 sin unién sin unioén
sin unién sin unioén 78,5 sin unién sin unioén

Ejemplo 7

Seleccién de fragmentos de anticuerpo de colecciones genéricas de multiples regiones estructurales contra
FolR1

Los anticuerpos 11F8, 36F2, 9D11, 5D9, 6B6 y 14E4 se obtuvieron mediante selecciones de presentacidén en fagos
basadas en subcolecciones genéricas de multiples regiones estructurales contra diferentes especies (humana, de
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macaco cangrejero y murina) de FolR1. En estas subcolecciones de multiples regiones estructurales, diferentes
dominios VL con CDR3 aleatorizada (3 longitudes diferentes) se emparejan con diferentes dominios VH con CDR3
aleatorizada (6 longitudes diferentes). Los clones seleccionados son de los siguientes emparejamientos VL/VH: 11F8
(VK_1_5/NH_1_69), 36F2 (Vk_3 20/VH_1_46), 9D11 (Vk2D_28/VH1_46), 5D9 (Vk3_20/VH1_46), 6B6
(Vk3_20/VH1_46) y 14E4 (VK3_20/VH3_23). Para obtener anticuerpos con reactividad cruzada entre especies (o
reactivos contra FolR1 murino), las diferentes especies de FolR1 se alternaron (0 se mantuvieron constantes) de
diferentes maneras en 3 o0 4 rondas de bioseleccidn (biopanning): 11F8 (FolR1 de macaco - murino - humano); 36F2
(FolR1 humano - murino - de macaco - murino); 9D11 (FolR1 de macaco - humano - macaco); 5D9 (FolR1 humano -
de macaco - humano); 6B6 (FolR1 humano - de macaco - humano) y 14E4 (3 rondas contra FolR1 murino).

Los FolR1 humano, murino y de macaco cangrejero como antigenos para las selecciones de presentacion en fagos,
asi como los cribados basados en ELISA y SPR, se expresaron de forma transitoria como fusion Fc monomérica N
terminal en células HEK EBNA y se biotinilaron especificamente en el sitio in vivo por medio de la coexpresion de la
biotina ligasa BirA en la secuencia de reconocimiento de la marca de avidina localizada en el extremo C de la parte
Fc que lleva la cadena del receptor (cadena de botdn Fc). Para evaluar la especificidad para FolR1, se generaron dos
receptores relacionados, FolR2 y FolR3 humanos de la misma manera.

Se realizaron rondas de seleccidn (biopanning) en solucién de acuerdo con el siguiente patrén:

1. Eliminacion previa de ~10'2 particulas de fagomidos en placas Maxisorp recubiertas con 10 yg/ml de una 1gG
humana no relacionada para agotar las colecciones de anticuerpos que reconocen la parte Fc del antigeno.

2. Incubacidn de las particulas de fagdmidos que no se unen a Fc con FolR1 biotinilado humano, de macaco cangrejero
o murino 100 nM durante 0,5 h en presencia de una construccién de Fc de botdn en ojal no biotinilada no relacionada
100 nM para una disminucién adicional de las moléculas de unién a Fc en un volumen total de 1 ml.

3. Captura del FolR1 biotinilado y del fago especificamente unido mediante transferencia a 4 pocillos de una placa de
microvaloracion prerrecubierta con neutravidina durante 10 min (en las rondas 1y 3).

4. Lavado de los pocillos respectivos con 5x PBS/Tween20y 5x PBS.

5. Elucién de las particulas de fagos por adicion de 250 yl de TEA (trietilamina) 100 mM por pocillo durante 10 min y
neutralizacién por adicidn de 500 ul de Tris/HCI 1 M pH 7,4 a los eluidos agrupados de 4 pocillos.

6. Eliminacién posterior de los eluidos neutralizados por incubacion en una placa de microvaloracion prerrecubierta
con neutravidina con FolR2 o FolR3 capturado con biotina 100 nM para la eliminacién final de las moléculas de union
a Fcy de unidn inespecifica.

7. Reinfeccion de células de E. coli TG1 en fase logaritmica con el sobrenadante de particulas de fagos eluidas,
infeccién con el fago auxiliar VCSM13, incubacién en un agitador a 30 °C durante la noche y posterior precipitacién
con PEG/NaCl de particulas de fagomidos que se van a usar en la siguiente ronda de seleccion.

Las selecciones se llevaron a cabo en 3 rondas usando concentraciones de antigenos constantes de 100 nM. En las
rondas 2y 4, para evitar el enriquecimiento de moléculas de unién a neutravidina, se realizd la captura de complejos
antigeno:fago por adicion de 5,4 x 107 microesferas magnéticas recubiertas con estreptavidina. Las moléculas de
unién especifica se identificaron mediante ELISA como sigue: Se recubrieron 100 ul de FolR1 biotinilado humano, de
macaco cangrejero o murino 25 nM y 10 ug/ml de 1gG humana sobre placas de neutravidina y placas Maxisorp,
respectivamente. Se afiadieron sobrenadantes bacterianos que contenian Fab y se detectaron los Fab de unién por
medio de sus marcas Flag usando un anticuerpo secundario anti-Flag/[HRP. Los clones que presentan sefiales en
FolR1 humano y son negativos en IgG humana se incluyeron en la preseleccién para realizar analisis adicionales y
también se sometieron a prueba de manera similar contra las dos especies restantes de FolR1. Se expresaron en
bacterias en un volumen de cultivo de 0,5 litros, se purificaron por afinidad y se caracterizaron adicionalmente por
analisis por SPR usando el biosensor ProteOn XPR36 de BioRad.

Las afinidades (Kp) de los clones seleccionados se midieron por resonancia de plasmén superficial (SPR) usando un
instrumento ProteOn XPR36 (Biorad) a 25 °C con FolR1 biotinilado humano, de macaco cangrejero y murino, asi como
FolR2 y FolR3 humanos (controles negativos) inmovilizados en chips NLC por captura con neutravidina. Inmovilizacion
de antigenos (ligando): los antigenos recombinantes se diluyeron con PBST (fosfato 10 mM, cloruro de sodio 150 mM,
pH 7,4, Tween 20 al 0,005 %) a 10 ug/ml y, a continuacion, se inyectaron a 30 ul/minuto en orientacién vertical.
Inyeccién de analitos: Para las mediciones de cinética con dosis Unica, se cambié la direccién de inyeccién a la
orientacion horizontal, se inyectaron simultaneamente series de dilucion 1:2 de Fab purificado (intervalos de
concentracion variables) a lo largo de los canales 1-5 separados, con tiempos de asociacion de 150 0 200 s y tiempos
de disociacién de 200 o 600 s, respectivamente. Se inyecté el tampon (PBST) a lo largo del sexto canal para
proporcionar un blanco "en linea" como referencia. Se calcularon las constantes de velocidad de asociacidn (kas) y las
constantes de velocidad de disociacién (kdis) usando un modelo de Langmuir sencillo de unién uno a uno en el
programa informatico ProteOn Manager v3.1 ajustando simultdneamente los sensogramas de asociacion y
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disociacién. Se calcul6 la constante de disociacidén en equilibrio (Kp) como la proporcidn Kais/kas. La tabla 5 enumera
las constantes de disociacién en equilibrio (Kp) de los clones seleccionados especificos para FolR1.

Tabla 5: Constantes de disociacion en equilibrio (Kp) para anticuerpos anti-FolR1 (formato Fab) seleccionados por
presentacién en fagos de subcolecciones genéricas de multiples regiones estructurales. Kp en nM.

Kb (nM)
Clon huFolR1 cyFolR1 muFolR1 huFolR2 huFolR3
11F8 632 794 1200 sin unién sin unién
36F2 1810 1640 737 sin unién sin unién
9D11 8,64 5,29 sin unién sin unién sin unién
5D9 8,6 59 sin union sin union sin unién
6B6 14,5 9.4 sin union sin union sin unién
14E4 sin union sin unién 6,09 sin unién sin unién

Ejemplo 8

Produccioén y purificacién de moléculas de unién a FolR1 novedosas en formatos biespecificos de linfocitos
TelgG

Para identificar las moléculas de unién a FolR1 que pueden inducir la destruccion dependiente de linfocitos T de las
células diana seleccionadas, los anticuerpos aislados de una coleccién de Fab o cadenas ligeras comunes se
convirtieron al formato 19G+ humano correspondiente. En resumen, se amplificaron las cadenas pesada variable y
ligera variable de moléculas de unién a FolR1 Unicas de la presentacion en fagos mediante reacciones de PCR
estandar usando los clones de Fab como molde. Los productos de PCR se purificaron e insertaron (mediante clonacion
basada en endonucleasas de restriccion y ligasas o bien mediante "recombinacion” usando el kit InFusion de
Invitrogen) en vectores de expresion adecuados en los que se fusionan a la cadena pesada constante humana o
cadena ligera constante humana apropiada. Los casetes de expresién en estos vectores consisten en un promotor
MPSV quimérico y un sitio de poliadenilacion sintético. Ademas, los plasmidos contienen la regién oriP del virus de
Epstein-Barr para el mantenimiento estable de los plasmidos en células HEK293 que albergan el antigeno nuclear de
EBV (EBNA). Después de la transfeccidon mediada por PEI, los anticuerpos se produjeron de forma transitoria en
células HEK293 EBNA y se purificaron mediante cromatografia de afinidad con proteina A estandar seguida de
cromatografia de exclusion por tamafio como se describe:

Transfeccion y produccién transitorias

Todos los anticuerpos (biespecificos) (si no se obtuvieron a partir de una fuente comercial) usados en el presente
documento se produjeron de forma transitoria en células HEK293 EBNA usando un procedimiento de transfeccion
mediada por PEI para los vectores requeridos como se describe a continuacién. Las células HEK293 EBNA se cultivan
en suspension sin suero en medio de cultivo CD CHO. Para la produccion en un matraz de agitacion de 500 ml, se
siembran 400 millones de células HEK293 EBNA 24 horas antes de la transfeccion (para escalas alternativas, todas
las cantidades se ajustaron en consecuencia). Para la transfeccion, las células se centrifugan durante 5 mina 210 x g,
el sobrenadante se reemplaza por 20 ml de medio CD CHO precalentado. Se mezclan vectores de expresién en 20 ml
de medio CD CHO hasta una cantidad final de 200 ug de ADN. Después de la adicién de 540 pl, la solucién de PEl se
mezcla con una agitadora vorticial durante 15 s y posteriormente se incuba durante 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, las células se mezclan con la solucion de ADN/PEI, se transfieren a un matraz de agitaciéon de 500 mi
y se incuban durante 3 horas a 37 °C en una estufa de incubacién con una atmésfera de CO: al 5 %. Después del
tiempo de incubacién, se afiaden 160 ml de medio F17 y las células se cultivan durante 24 horas. Un dia después de
la transfeccion, se afiade acido valproico 1 mM y Feed 1 al 7 %. Después de un cultivo de 7 dias, se recoge el
sobrenadante para la purificacién mediante centrifugacién durante 15 min a 210 x g, la solucién se filtra en condiciones
estériles (filtro de 0,22 uym) y se afiade acida de sodio hasta una concentracion final de 0,01 % (p/v) y se mantiene a
4 °C. Después de la produccién, se obtuvieron los sobrenadantes y se filtraron los sobrenadantes que contenian
anticuerpos a través de filtros estériles de 0,22 umy se almacenaron a 4 °C hasta su purificacion.

Purificacién de anticuerpos

Todas las moléculas se purificaron en dos etapas usando procedimientos estandar, tales como cromatografia de
afinidad con proteina A (Akta Explorer) y cromatografia de exclusion por tamafio. El sobrenadante obtenido de la
produccién transitoria se ajusté a pH 8,0 (usando TRIS 2 M, pH 8,0) y se aplicd a una columna HiTrap PA FF (GE
Healthcare, volumen de columna (VC) = 5 ml) equilibrada con 8 voliumenes de columna (VC) de tampén A (fosfato de
sodio 20 mM, citrato de sodio 20 mM, pH 7,5). Después del lavado con 10 VC de tampdn A, la proteina se eluyé
usando un gradiente de pH para tampén B (citrato de sodio 20 mM, pH 3, NaCl 100 mM, glicina 100 mM) en 12 VC.
Las fracciones que contenian la proteina de interés se combinaron y el pH de la solucién se ajusté suavemente a pH
6,0 (usando Na2HPO4 0,5 M, pH 8,0). Las muestras se concentraron a 2 ml usando ultraconcentradores (Vivaspin 15R
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30.000 MWCO HY, Sartorius) y posteriormente se aplicaron a una columna de calidad preparativa HiLoad™ 16/60
Superdex™ 200 (GE Healthcare) equilibrada con histidina 20 mM, pH 6,0, NaCl 140 mM, Tween-20 al 0,01 %. El
contenido agregado de las fracciones eluidas se analizé por cromatografia analitica de exclusién por tamafio. Por lo
tanto, se aplicaron 30 pl de cada fraccidon a una columna analitica de exclusion por tamafio TSKgel G3000 SW XL
(Tosoh) equilibrada en KoHPO4 25 mM, NaCl 125 mM, monoclorhidrato de L-arginina 200 mM, NaNs al 0,02 % (p/v),
tampén de migracion a pH 6,7, a 25 °C. Se combinaron las fracciones que contenian menos de un 2 % de oligomeros
y se concentraron a una concentracion final de 1-1,5 mg/ml usando ultraconcentradores (Vivaspin 15R 30.000 MWCO
HY, Sartorius). Se determiné la concentracion de proteina midiendo la densidad dptica (DO) a 280 nm, usando el
coeficiente de extincién molar calculado en base a la secuencia de aminoacidos. La pureza y el peso molecular de las
construcciones se analizaron mediante electroforesis capilar-SDS en presencia y ausencia de un agente reductor
siguiendo las instrucciones del fabricante (instrumento Caliper LabChipGX, Perkin Elmer). Las proteinas purificadas
se congelaron en N2 liquido y se almacenaron a -80 °C.

En base a los resultados de la caracterizacién in vitro, las moléculas de unién seleccionadas se convirtieron a un
formato biespecifico de linfocitos T. En estas moléculas, los restos de union a FolR1:CD3 estan dispuestos en un
orden 2:1 con los Fab de FolR1 localizados en el extremo N. Para los clones aislados de la coleccién de Fab estandar,
la parte de unién a CD3 se generd como un CrossFab (entrecruzamiento de CH1Ck), mientras que para los clones de
la coleccion de cadenas ligeras comunes no fue necesario ningun entrecruzamiento. Estas moléculas biespecificas se
produjeron y purificaron de forma analoga a las 1gG.

Tabla 6. Rendimiento y contenido de monomero de moléculas de unién a FolR1 novedosas en formato IgG y TCB,
respectivamente.

1 b

2 Fab 8,90 - -

3 CLC 7,72 - -

4 CLC 6,19 - -

5 CLC 8,94 100,00 - -

6 CLC 0,60 n.d. - -

7 CLC 36,50 96,96 4,36 97,19
8 CLC 573 9717 - -

9 CLC 0,90 n.d. - -
10 CLC 38,32 100,00 37,50 100,00
11 CLC 46,09 100,00 - -
12 CLC 7,64 100,00 - -
13 CLC 24,00 100,00 - -
14 CLC 45,39 100,00 - -
15 CLC 1,38 98,56 47,31 95,08
16 CLC 5,47 100,00 - -
17 CLC 6,14 97,28 9,27 100,00
18 Fab 11,22 100,00 18,00 100,00
19 Fab 20,50 100,00 0,93 97,32
20 Fab 3,83 100,00 4,17 91,53
21 Fab 14,61 100,00 2,63 100,00

CLC: Cadena ligera comun
Ejemplo 9
Formatos biespecificos de linfocitos T 2+1 y 1+1

Se prepararon cuatro formatos biespecificos de linfocitos T diferentes para una molécula de unién de la coleccién de
cadenas ligeras comunes (16D5) y tres formatos para una molécula de union de la colecciéon de Fab (9D11) para
comparar sus propiedades de destruccion in vitro.

El formato estandar es el formato invertido 2+1 como ya se describié (restos de unién a FolR1:CD3 dispuestos en un
orden 2:1 con los Fab de FolR1 localizados en el extremo N). En el formato clasico 2+1, los restos de unién a
FolR1:CD3 estan dispuestos en un orden 2:1 con el Fab de CD3 localizado en el extremo N. También se prepararon
dos formatos monovalentes. El formato 1+1 cabeza a cola tiene los restos de unién a FolR1:CD3 dispuestos en un
orden 1:1 en el mismo brazo de la molécula con el Fab de FolR1 localizado en el extremo N. En el formato 1+1 clasico,
los restos de unidn a FolR1:CD3 estan presentes una vez, cada uno en un brazo de la molécula. Para el clon 9D11
aislado de la coleccién de Fab estandar, la parte de union a CD3 se generé como un CrossFab (entrecruzamiento de
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CH1Ck), mientras que para el clon 16D5 de la coleccidon de cadenas ligeras comunes no fue necesario ningun
entrecruzamiento. Estas moléculas biespecificas se produjeron y purificaron de forma analoga al formato biespecifico
de linfocitos T invertido estandar.

Tabla 7: Resumen del rendimiento y contenido final de monémero de los diferentes formatos biespecificos de linfocitos
T.

Mondmero
Construccion [%] Rendimiento
(SEC)
TCB 16D5 anti-FolR1 2+1 (invertida) 96 % 5,4 mg/l
TCB 16D5 anti-FolR1 2+1 (clasica) 90 % 4,6 mg/l
TCB 16D5 anti-FolR1 1+1 (cabeza a cola) 100 % 5,4 mgfl
TCB 16D5 anti-FolR1 1+1 (clasica) 100 % 0,7 mg/l
TCB 9D11 anti-FolR1 2+1 (invertida) 100 % 2,6 mg/l
TCB 9D11 anti-FolR1 1+1 (cabeza a cola) 100 % 6,1 mg/l
TCB 9D11 anti-FolR1 1+1 (clasica) 96 % 1,3 mg/l
TCB Mov19 anti-FolR1 2+1 (invertida) 98 % 3 mg/l
TCB Mov19 anti-FolR1 1+1 (cabeza a cola) 100 % 5,2 mg/l

Ejemplo 10
Caracterizacién bioquimica de moléculas de unién a FolR1 por resonancia de plasmén superficial

La union de las moléculas de union a FolR1 como I1gG o en el formato biespecifico de linfocitos T a diferentes
receptores de folato recombinantes (FolR1, 2 y 3 humano, FolR1 murino y FolR1 de macaco cangrejero; todos como
fusiones Fc) se evalué mediante resonancia de plasmon superficial (SPR). Todos los experimentos de SPR se
realizaron en un Biacore T200 a 25 °C con HBS-EP como tampén de migracién (HEPES 0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15 M,
EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,005 %, Biacore, Friburgo/Alemania).

Inyecciones tnicas

En primer lugar, las IgG anti-FolR1 se analizaron mediante inyecciones Unicas (tabla 1) para caracterizar su reactividad
cruzada (con FolR1 humano, murino y de macaco cangrejero) y especificidad (para FolR1 humano, FolR2 humano,
FolR3 humano). Las fusiones con Fc monomeérico biotinilado recombinante de los receptores de folato 1 humano, de
macaco cangrejero y murino (FolR1-Fc) o los receptores de folato 2 y 3 humano (FolR2-Fc, FolR3-Fc) se acoplaron
directamente en un chip SA usando las instrucciones de acoplamiento estandar (Biacore, Friburgo/Alemania). El nivel
de inmovilizacién fue de aproximadamente 300-400 UR. Las IgG se inyectaron durante 60 segundos a una
concentracion de 500 nM. Las |gG que se unieron a huFolR2 y huFolR3 se rechazaron por falta de especificidad. La
mayoria de las moléculas de unidn solo tienen reactividad cruzada entre FoIR1 humano y de macaco cangrejero,
mientras que la reactividad cruzada adicional para FolR1 murino estuvo la mayor parte del tiempo vinculada a la
pérdida de especificidad.

Tabla 8: Reactividad cruzada y especificidad de 25 nuevas moléculas de unién al receptor de folato 1 (como 1gG), asi
como de dos IgG de control (Mov19 y Farletuzumab). + significa union, - significa que no hay unién, +/- significa una
unidén débil.

Nombre del clon Unidén a Unidn a Unidén a Unidén a Unién a
huFolR1 cyFolR1 muFolR1 huFolR2 huFolR3
Mov19 + + - - -
Farletuzumab + + - - -
16A3 + + +/- - -
18D3 + + - - -
19E5 + + + + +
19A4 - - + + +
15H7 + + + - -
15B6 + + - - -
16D5 + + - - -
15E12 + + +/- + +
21D1 + + +/- - -
16F12 + + - - -
21A5 + + - - +/-
21G8 + + - + +
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19H3 - - + - -
20G6 - - + - -
20H7 - - + - -
9D11 + + - - -
5D9 + + - + +
6B6 + + - + +
11F8 + + + + +
36F2 + + + - -
14E4 - - + - -

Avidez por el receptor de folato 1

La avidez de la interaccidon entre las 1gG o las moléculas biespecificas de linfocitos T anti-FolR1 y los receptores de
folato recombinantes se determiné como se describe a continuacion (tabla 9).

Las fusiones con Fc monomérico biotinilado recombinante del receptor de folato 1 humano, de macaco cangrejero y
murino (FolR1-Fc) se acoplaron directamente en un chip SA usando las instrucciones de acoplamiento estandar
(Biacore, Friburgo/Alemania). El nivel de inmovilizacidén fue de aproximadamente 300-400 UR. Las IgG o las moléculas
biespecificas de linfocitos T anti-FolR1 se pasaron a un intervalo de concentracién de 2,1 a 500 nM con un caudal de
30 yl/minuto a través de las cubetas de lectura durante 180 segundos. Se supervisod la disociacion durante 600
segundos. Se corrigieron las diferencias en el indice de refraccion aparente restando la respuesta obtenida en una
cubeta de lectura de referencia inmovilizada con fusion de Fc del receptor de IL2 biotinilado recombinante. Para el
analisis de la interaccion de 1gG 19H3 y el receptor de folato 1 murino, se afiadié folato (Sigma F7876) en el tampon
de migracion HBS-EP a una concentracién de 2,3 uM. Las curvas de unién resultantes de la unidén bivalente de las
1gG o las moléculas biespecificas de linfocitos T se aproximaron a una uniéon de Langmuir 1:1 y se ajustaron a ese
modelo (que no es correcto, pero da una idea de la avidez). Las constantes de avidez aparente para las interacciones
se derivaron de las constantes de velocidad del ajuste usando el programa informatico Bia Evaluation (GE Healthcare).

Tabla 9: Unidn bivalente (avidez con KD aparente) de molécula de unidén a FolR1 seleccionadas como |1gG o como
moléculas biespecificas de linfocitos T (TCB) en FolR1 humano y de macaco cangrejero.

Analito Ligando ka (1/Ms) kd (1/s) KD aparente (M)
TCB 16D5 huFolR1 8,31E+04 3,53E-04 4,24E-09
cyFolR1 1,07E+05 3,70E-04 3,45E-09
TCB 9D11 huFolR1 1,83E+05 9,83E-05 5,36E-10
cyFolR1 2,90E+05 6,80E-05 2,35E-10
TCB 21A5 huFolR1 2,43E+05 2,64E-04 1,09E-09
cyFolR1 2,96E+05 2,76E-04 9,32E-10
IgG 36F2 huFolR1 2,62E+06 1,51E-02 5,74E-9
cyFolR1 3,02E+06 1,60E-02 5,31E-9
muFolR1 3,7E+05 6,03E-04 1,63E-9
IgG Mov19 huFolR1 8,61E+05 1,21E-04 1,4E-10
cyFolR1 1,29E+06 1,39E-04 1,08E-10
Farletuzumab huFolR1 1,23E+06 9E-04 7,3E-10
cyFolR1 1,33E+06 8,68E-04 6,5E-10
IgG 19H3 muFolR1 7,1E+05 1,1E-03 1,55E-09

1. Afinidad por el receptor de folato 1

La afinidad de la interaccion entre las 1gG o las moléculas biespecificas de linfocitos T anti-FolR1 y los receptores de
folato recombinantes se determiné como se describe a continuacion (tabla 10).

Para la medicidon de afinidad, se realizd el acoplamiento directo de alrededor de 6000-7000 unidades de resonancia
(UR) del anticuerpo especifico anti-Fab humano (kit de captura de Fab, GE Healthcare) en un chip CM5 a pH 5,0
usando el kit de acoplamiento de amina estandar (GE Healthcare). Se capturaron las IgG o las moléculas biespecificas
de linfocitos T anti-FolR1 a 20 nM con un caudal de 10 pl/min durante 20 o 40 segundos, la cubeta de lectura de
referencia se dejé sin captura. Se pasaron series de dilucién (6,17 a 500 nM o 12,35 a 3000 nM) de fusidon de Fc con
el receptor de folato 1 humano o de macaco cangrejero en todas las cubetas de lectura a 30 ul/min durante 120 o 240
segundos para registrar la fase de asociaciéon. Se supervisé la fase de disociacion durante hasta 240 s y se activé
cambiando de la solucién de muestra a HBS-EP. La superficie del chip se regeneré después de cada ciclo usando
una inyeccién doble de 60 s de glicina-HCI 10 mM, pH 2,1 o pH 1,5. Se corrigieron las diferencias en el indice de
refraccion aparente restando la respuesta obtenida en la cubeta de lectura de referencia 1. Las constantes de afinidad
para las interacciones se derivaron de las constantes de velocidad ajustando a una uniéon de Langmuir 1:1 usando el
programa informatico Bia Evaluation (GE Healthcare).
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biespecificas de linfocitos T (TCB) en FolR1 humano y de macaco cangrejero.

Ligando Analito ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M)
TCB 16D5 huFolR1 1,53E+04 6,88E-04 4,49E-08
cyFolR1 1,32E+04 1,59E-03 1,21E-07

TCB 9D11 huFolR1 3,69E+04 3,00E-04 8,13E-09
cyFolR1 3,54E+04 2,06E-04 5,82E-09

TCB 21A5 huFolR1 1,79E+04 1,1E-03 6,16E-08
cyFolR1 1,48E+04 2,06E-03 1,4E-07

IgG Mov19 huFolR1 2,89E+05 1,59E-04 5,5E-10
cyFolR1 2,97E+05 1,93E-04 6,5E-10

Farletuzumab huFolR1 4,17E+05 2,30E-02 5,53E-08
cyFolR1 5,63E+05 3,73E-02 6,73E-08

2. Afinidad por CD3

La afinidad de la interaccién entre las moléculas biespecificas de linfocitos T anti-FolR1 y CD3ed-Fc humano
recombinante se determindé como se describe a continuacion (tabla 11).

Para la medicién de la afinidad, se realizé el acoplamiento directo de alrededor de 9000 unidades de resonancia (UR)
del anticuerpo especifico anti-Fab humano (kit de captura de Fab, GE Healthcare) en un chip CM5 a pH 5,0 usando el
kit de acoplamiento de amina estandar (GE Healthcare). Se capturaron las moléculas biespecificas de linfocitos T anti-
FolR1 a 20 nM con un caudal de 10 pl/min durante 40 segundos, |la cubeta de lectura de referencia se dejé sin captura.
Se pasaron series de dilucion (6,17 a 500 nM) de la fusidén CD3ed-Fc humano en todas las cubetas de lectura a
30 pl/min durante 240 segundos para registrar la fase de asociacion. Se superviso la fase de disociacidén durante hasta
240 s y se activé cambiando de la solucion de muestra a HBS-EP. La superficie del chip se regenerd después de cada
ciclo usando una inyeccion doble de 60 s de glicina-HCI 10 mM, pH 2,1. Se corrigieron las diferencias en el indice de
refraccion aparente restando la respuesta obtenida en la cubeta de lectura de referencia 1. Las constantes de afinidad
para las interacciones se derivaron de las constantes de velocidad ajustando a una uniéon de Langmuir 1:1 usando el
programa informéatico Bia Evaluation (GE Healthcare).

Tabla 11: Unién monovalente (afinidad) de moléculas biespecificas de linfocitos T (TCB) anti-FolR1 seleccionadas en
CD3-Fc humano.

Ligando Analito ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M)
TCB 16D5 huCD3 4,25E+04 3,46E-03 8,14E-08
TCB 21A5 huCD3 3,72E+04 3,29E-03 8,8E-08

La parte de union a CD3 es idéntica para todas las construcciones y la afinidad es similar para las moléculas
biespecificas de linfocitos T medidas (intervalo de KD entre 60 y 90 nM).

Ejemplo 11
Moléculas biespecificas de linfocitos T de unién simultanea al receptor de folato 1 y a CD3

La union simultanea de las moléculas biespecificas de linfocitos T anti-FolR1 al receptor de folato 1 recombinante y a
CD3ed-Fc humano recombinante se determiné como se describe a continuacién.

Las fusiones con Fc monomérico biotinilado recombinante del receptor de folato 1 humano, de macaco cangrejero y
murino (FolR1-Fc) se acoplaron directamente en un chip SA usando las instrucciones de acoplamiento estandar
(Biacore, Friburgo/Alemania). El nivel de inmovilizacion fue de aproximadamente 300-400 UR. Las moléculas
biespecificas de linfocitos T anti-FoIR1 se inyectaron durante 60 s a 500 nM con un caudal de 30 pl/minutos a través
de las cubetas de lectura, seguido de una inyeccion de huCDed-Fc durante 60s a 500 nM. Se corrigieron las
diferencias en el indice de refraccion aparente restando la respuesta obtenida en una cubeta de lectura de referencia
inmovilizada con fusién de Fc del receptor de IL2 biotinilado recombinante. Las cuatro moléculas biespecificas de
linfocitos T sometidas a prueba (TCB 16D5, TCB 21A5, TCB 51C7 y TCB 45D2) se pudieron unir simultaneamente al
receptor de folato 1 y a CD3 humano como se esperaba.

Ejemplo 12
Agrupacién de epitopos

Para la agrupacion de epitopos, las IgG o las moléculas biespecificas de linfocitos T anti-FolR1 se inmovilizaron
directamente en un chip CM5 a pH 5,0 usando el kit de acoplamiento de amina estandar (GE Healthcare), con una
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respuesta final de alrededor de 700 UR. A continuacion, se capturd huFolR1-Fc 500 nM durante 60 s, seguido de
500 nM de las diferentes moléculas de unién durante 30 s. La superficie se regenerd con dos inyecciones de glicina
10 mM a pH 2 durante 30 s cada una. Se evalla si las diferentes moléculas de unién se pueden unir a huFolR1
capturado en moléculas de unién inmovilizadas (tabla 12).

Tabla 12: Caracterizacién de epitopos de moléculas de unién a FolR1 seleccionadas como I1gG o como moléculas
biespecificas de linfocitos T (TCB) en FolR1 humano. + significa unién, - significa que no hay unién, +/- significa una
union debil

Analitos en solucién
En huFolR1 TCB 16D5 TCB21A5 |[TCB9D11 [IgG 36F2 |IgG Mov19  |Farletuzumab
8 TCB 16D5 - - - + + +
S TCB 21A5 - - - + + +
E TCB 9D11 Una vez capturado en 9D11, no se puede unir también a FolR1
[} 1gG 36F2 No se puede medir, huFolR1 se disocia demasiado rapido
£ 19G Mov19 + + - ; ; ;

En base a estos resultados y a datos adicionales con unién simultanea a huFolR1 inmovilizado, las moléculas de unidn
se separaron en tres grupos. No esta claro si 9D11 tiene un epitopo separado, ya que desplaza a todas las demas
moléculas de unidén. 16D5 y 21A5 parecen estar en el mismo grupo y Mov19, Farletuzumab (Coney et al., Cancer Res.
15 de nov. de 1991, 51 (22):6125-32; Kallli et al., Curr Opin Investig Drugs. Dic. de 2007; 8(12). 1067-73) y 36F2 en
otro (tabla 13). Sin embargo, 36F2 se une a un epitopo diferente que Mov19 y Farletuzumab, ya que se une a FolR1
humano, de macaco cangrejero y murino.

Tabla 13: Agrupacion de epitopos de moléculas de unidn a FolR1 seleccionadas como IgG o como moléculas
biespecificas de linfocitos T (TCB) en FolR1 humano

Epitopo 1 Epitopo 2 Epitopo 3
16D5 9D11 Mov19
21A5 Farletuzumab

36F2
Ejemplo 13

Seleccidén de moléculas de unién

Las moléculas de unién a FolR1 en los formatos de IgG se cribaron mediante resonancia de plasmén superficial (SPR)
y mediante ensayo in vitro en células para seleccionar los mejores candidatos.

Las IgG anti-FolR1 se analizaron mediante SPR para caracterizar su reactividad cruzada (con FolR1 humano, murino
y de macaco cangrejero) y especificidad (para FolR1 humano, FolR2 humano, FolR3 humano). La uniéon inespecifica
a FolR2y 3 humanos se considerd un factor de exclusién. La uniony la especificidad para FolR1 humano se confirmo
en las células. Algunas moléculas de unidn no se unieron a las células que expresaban FolR1, aungue reconocieron
el FolR1 humano recombinante en SPR. Se determind la temperatura de agregacion, pero no fue un factor de
exclusion, ya que las moléculas de union seleccionadas eran todas estables. Las moléculas de union seleccionadas
se sometieron a prueba en un ELISA de polirreactividad para verificar la unién inespecifica, lo que dio lugar a la
exclusion de cuatro moléculas de unidn. Este procedimiento dio como resultado una seleccién inicial de tres moléculas
de union: 36F2 (coleccidon de Fab), 9D11 (coleccion de Fab) y 16D5 (cadena ligera comun). 36F2 se disocio
rapidamente de huFolR1 y, por lo tanto, inicialmente no se escogié.

Ejemplo 14

Unién especifica de moléculas de unién a FolR1 recientemente generadas a células tumorales que expresan
FolR1 humano

Se generaron nuevas moléculas de unién a FolR1 por medio de presentacién en fagos usando una coleccién de Fab
0 una coleccién de cadenas ligeras comunes usando |la cadena ligera de CD3. Las moléculas de unién identificadas
se convirtieron a un formato de |gG1 humana y se abordd la union a células Hela de alta expresion de FolR1. Como
molécula de referencia se incluyé la molécula de unién a FolR1 humano Mov19. La mayoria de las moléculas de unidn
sometidas a prueba en este ensayo mostraron una unién a FolR1 de intermedia a buena con algunos clones uniéndose
igual de bien que Mov19 (véase la figura 2). Los clones 16A3, 18D3, 15H7, 15B6, 21D1, 14E4 y 16F12 se excluyeron
porque la union a FolR1 en las células no se pudo confirmar por citometria de flujo. En una siguiente etapa, se sometid
a prueba la especificidad de los clones seleccionados para FolR1 humano excluyendo la unién al FolR2 humano
estrechamente relacionado. Las células HEK se transfectaron de forma transitoria con FolR1 humano o FolR2 humano
para abordar la especificidad. Los clones 36F2 y 9D11 derivados de la coleccion de Fab y los clones 16D5 y 21A5
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derivados de la coleccién de CLC se unieron especificamente a FolR1 humano y no a FolR2 humano (véanse las
figuras 3A-B). Todos los demas clones sometidos a prueba mostraron al menos algo de unién a FolR2 humano (véanse
las figuras 3A-B). Por lo tanto, estos clones se excluyeron de la caracterizacidon adicional. En paralelo, la reactividad
cruzada de los clones de FolR1 con FolR1 de macaco cangrejero se abordd realizando estudios de unidn a células
HEK transfectadas de forma transitoria con FolR1 de macaco cangrejero. Todos los clones sometidos a prueba se
pudieron unir a FolR1 de macaco cangrejero y los cuatro clones especificos seleccionados de FolR1 humano 36F2,
9D11, 16D5 y 21AS5 se unieron comparativamente bien a FolR1 humano y de macaco cangrejero (figura 4).
Posteriormente, tres moléculas de unién de reactividad cruzada con macaco cangrejero especificas de FolR1 humano
se convirtieron al formato de TCB y se sometieron a prueba para determinar la induccidn de la destruccidn por linfocitos
T y la activacion de linfocitos T. Estos clones fueron 9D11 de la coleccion de Fab y 16D5 y 21A5 de la coleccién de
CLC. Como molécula de referencia se incluyd TCB Mov19 anti-FolR1 en todos los estudios. Estos TCB anti-FolR1 se
usaron a continuacioén para comparar la induccion de internalizacion después de unirse a FolR1 en células HelLa. Los
tres clones sometidos a prueba se internalizan tras la unién a FolR1 de manera comparable a la internalizacion tras la
unién de TCB Mov19 anti-FolR1 (figura 5). TCB 21A5 anti-FolR1 se suspendié debido a signos de polirreactividad.

Ejemplo 15

Destruccién mediada por linfocitos T de células diana tumorales que expresan FolR1 inducida por anticuerpos
TCB anti-FolR1

Las TCB anti-FolR1 se usaron para determinar la destruccidon mediada por linfocitos T de células tumorales que
expresan FolR1. Se uso6 un panel de lineas celulares diana potenciales para determinar los sitios de unién a FolR1
mediante andélisis por Qifikit.

El panel de células tumorales usado contiene células tumorales con expresién alta, intermedia y baja de FolR1 y una
linea celular negativa para FolR1.

Tabla 14: Sitios de unién a FolR1 en células tumorales

Linea celular Origen Sitios de unién a FolR1
Hela Adenocarcinoma de cuello uterino 2.240.716
Skov3 Adenocarcinoma ovarico 91.510
OVCAR5 Adenocarcinoma ovarico 22.077
HT29 Adenocarcinoma colorrectal 10.135
MKN45 Adenocarcinoma gastrico 54

Se determiné la unidén de las tres TCB anti-FolR1 diferentes (que contienen las moléculas de unidén 9D11, 16D5 y
Mov19) a este panel de lineas celulares tumorales, lo que demuestra que las TCB anti-FolR1 se unen especificamente
a las células tumorales que expresan FolR1 y no a una linea celular tumoral negativa para FolR1. La cantidad de
construccién unida es proporcional al nivel de expresidon de FolR1 y todavia existe una buena unién de las
construcciones a la linea celular de baja expresion de FolR1 HT-29 detectable. Ademas, no existe unién del control
negativo TCB DP47 a ninguna de las lineas celulares usadas (figuras 6A-E). TCB DP47 es una TCB no dirigida y se
prepardé como se describe en el documento W0O2014/131712.

La linea celular de expresidn intermedia SKOV3 y la linea celular de expresion baja HT-29 se usaron adicionalmente
para someter a prueba la destruccién mediada por linfocitos T y la activacion de linfocitos T usando TCB 16D5y TCB
9D11; TCB DP47 se incluyé como control negativo. Ambas lineas celulares se destruyeron ya en presencia de niveles
muy bajos de TCB 16D5 y TCB 9D11 y no existio diferencia en la actividad entre ambas TCB, aunque TCB 9D11 se
une mas fuertemente a FolR1 que TCB 16D5. La destruccion global de células SKOV3 fue mayor en comparacion con
HT-29, que refleja los niveles de expresién mas altos de FolR1 en células SKOV3 (figuras 7A-D). En linea con esto,
se detectd una fuerte regulacién por incremento del marcador de activacién CD25 y CD69 en linfocitos T CD4* y
linfocitos T CD8"*. La activacion de los linfocitos T fue muy similar en presencia de células SKOV3 y células HT-29. El
control negativo TCB DP47 no induce ninguna destruccién a las concentraciones usadas y no existié una regulacion
por incremento significativa de CD25 y CD69 en los linfocitos T.

Tabla 15: Valores de CE50 de destruccion de células tumorales y activacion de linfocitos T con células SKOV3

Construccion| Destruccién Destruccion | CD4+ CD69+ | CD4+ CD25+ | CD8+ CD69+ | CD8+ CD25+
tras 24 h (pM) | tras 48 h (pM) (%) (%) (%) (%)
TCB 9D11 anti- 11 0,03 0,51 0,46 0,019 0,03
FolR1
TCB 16D5 anti- 07 0,04 0,34 0,33 0,025 0,031
FolR1
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Tabla 16: Valores de CE50 de destruccion de células tumorales y activacion de linfocitos T con células HT-29

Construccién| Destruccién Destruccién | CD4+ CD69+ | CD4+ CD25+ | CD8+ CD69+ | CD8+ CD25+
tras 24 h (pM) | tras 48 h (pM) (%) (%) (%) (%)
TCB 9D11 anti-| 23 0,1 1,22 1,11 0,071 0,084
FolR1
TCB 16D5 anti- 28 0,1 0,69 0,62 0,021 0,028
FolR1
Ejemplo 16

Unién de anticuerpos TCB anti-FolR1 a eritrocitos y activacidn de linfocitos T en sangre completa

Para demostrar que no existe activacién espontanea en ausencia de células tumorales que expresan FolR1, se analizd
si existe unién de los clones de FolR1 a eritrocitos que podrian expresar potencialmente FolR1. No se pudo observar
ninguna unién especifica de 1gG 9D11, IgG 16D5 e 1gG Mov19 a los eritrocitos, incluyendo 1gG DP47 de control
negativo (figura 8).

Para excluir cualquier unién inespecifica adicional a los glébulos sanguineos o la activacién inespecifica por medio de
TCB anti-FolR1, se afiadieron TCB 9D11, TCB 16D5y TCB Mov19 a la sangre completa y se analizé la regulacién por
incremento de CD25 y CD69 en los linfocitos T CD4* y los linfocitos T CD8* por citometria de flujo. La TCB DP47 se
incluyé como control negativo. No se pudo observar activacién de los linfocitos T con ninguna de las construcciones
sometidas a prueba al analizar la regulacién por incremento de CD25 y CD69 en linfocitos T CD4* y linfocitos T CD8*
(figura 9).

Ejemplo 17

Destruccién por linfocitos T inducida por TCB 36F2 y TCB 16D5 en diferentes formatos biespecificos de
linfocitos T monovalentes y bivalentes

Se evalué la destruccidn por linfocitos T mediada por anticuerpos TCB 36F2, TCB 16D5, TCB 16D5 clasica, TCB 16D5
1+1 y TCB 16D5 HT de células tumorales humanas Hela, Skov-3 (expresidon media de FolR1, aproximadamente
70000-90000 copias) y HT-29 (expresion baja de FolR1, aproximadamente 10000). El anticuerpo TCB DP47 se incluyé
como control negativo. Se usaron PBMC humanos como células efectoras y se detecté la destruccion tras 24 h de
incubacidn con el anticuerpo biespecifico. En resumen, se recogieron células diana con tripsina/EDTA, se lavaron y
se sembraron a una densidad de 25.000 células/pocillo usando placas de 96 pocillos de fondo plano. Se dejd que las
células se adhirieran durante la noche. Los leucocitos monomorfonucleares en la sangre periférica (PBMC) se
prepararon mediante centrifugacion por densidad en Histopaque a partir de preparaciones enriquecidas de linfocitos
(capas leucociticas) obtenidas de donantes humanos sanos. Se diluyo la sangre recién obtenida con PBS estéril y se
colocé en una capa sobre un gradiente de Histopaque (Sigma, n.° H8889). Después de la centrifugacién (450 x g, 30
minutos, temperatura ambiente), se desechd el plasma por encima de la interfase que contenia los PBMC y se
transfirieron los PBMC a un nuevo tubo Falcon llenado posteriormente con 50 ml de PBS. Se centrifugd la mezcla (400
x g, 10 minutos, temperatura ambiente), se deseché el sobrenadante y se lavd el sedimento de PBMC dos veces con
PBS estéril (etapas de centrifugacion 350 x g, 10 minutos). La poblacion de PBMC resultante se contd
automaticamente (ViCell) y se almacend en medio RPMI1640 que contenia FCS al 10 % y L-alanil-L-glutamina al 1 %
(Biochrom, K0302) a 37 °C, CO2 al 5 % en estufa de incubacidn celular hasta su uso posterior (no mas de 24 h). Para
el ensayo de destruccion, se afiadio el anticuerpo a las concentraciones indicadas (intervalo de 0,01 pM - 100 nM por
triplicado). Se afiadieron PBMC a células diana a una proporcion E:T final de 10:1. Se evalué la destruccion de células
tumorales después de 24 h de incubacién a 37 °C, CO2 al 5 % por cuantificacién de LDH liberada en sobrenadantes
celulares por células apoptéticas/necréticas (kit de deteccion de LDH, Roche Applied Science, n.° 11 644 793 001).
Se logré la lisis maxima de las células diana (= 100 %) por incubacién de células diana con Triton X-100 al 1 %. Lisis
minima (= 0 %) se refiere a células diana coincubadas con células efectoras sin construccién biespecifica. Los
resultados muestran la destruccién especifica de diana de las tres lineas celulares diana FolR1* inducida por TCB
36F2y TCB 16D5 (figura 10).

Ejemplo 18
Generacién de anticuerpos anti-TIM3

Inmunizacién de ratones Los ratones NMRI se inmunizaron genéticamente, usando un vector de expresién de
plasmido que codifica Tim-3 humana de longitud completa mediante la aplicacién intradérmica de 100 ug de ADN de
vector (plasmido 15304_hTIM3-fl), seguido de electroporacion (2 pulsos cuadrados de 1000 V/cm, duracién de 0,1 ms,
intervalo de 0,125 s; seguido de 4 pulsos cuadrados de 287,5 V/cm, duracién de 10 ms, intervalo de 0,125 s). Los
ratones recibieron 6 inmunizaciones consecutivas los dias 0, 14, 28, 42, 56, 70 y 84. Se extrajo sangre los dias 36, 78
y 92 y se preparé suero, que se usé para la determinacién de valores mediante ELISA (véase a continuacién). Los
animales con los valores mas altos se seleccionaron para administrarles una dosis de refuerzo el dia 96, mediante
inyeccion intravenosa de 50 ug de quimera de Fc humana recombinante de Tim-3 humana, y los anticuerpos
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monoclonales se aislaron mediante tecnologia de hibridoma, mediante fusion de esplenocitos a la linea celular de
mieloma 3 dias después del refuerzo.

Determinacién de los valores en suero (ELISA) La quimera de Fc humana recombinante de Tim-3 humana se
inmovilizé en una placa NUNC Maxisorp de 96 pocillos a 0,3 pg/ml, 100 pl/pocillo, en PBS, seguido de: bloqueo de la
placa con proteina C al 2 % en PBS, 200 pul/pocillo; aplicacién de diluciones sucesivas de antisueros, por duplicado,
en proteina C al 0,5 % en PBS, 100 ul/pocillo; deteccion con anticuerpo antimurino de cabra conjugado a HRP
(Jackson Immunoresearch/Dianova 115-036-071; 1/16000). Para todas las etapas, las placas se incubaron durante
1 h a 37 °C. Entre todas las etapas, las placas se lavaron 3 veces con Tween 20 al 0,05 % en PBS. Se reveld la sefial
mediante adicion de BM Blue POD Substrate soluble (Roche), 100 pl/pocillo; y se detuvo mediante adiciéon de HCI
1 M, 100 ul/pocillo. Se leyé la absorbancia a 450 nm, frente a 690 nm como referencia. Se definié el valor como la
dilucién de antisueros dando como resultado una sefial semimaxima.

Ejemplo 19
Caracterizacién de anticuerpos anti-Tim3

ELISA para Tim3 Las placas de estreptavidina Nunc-Maxi Sorp (MicroCoat n.° 11974998/MC1099) se recubrieron con
25 ul/pocillo de ECD-Tim3-His-Biotina (biotinilada con BirA ligasa) y se incubaron a TA durante 1 h mientras se
agitaban a 400 rpm. Después del lavado (3x90 pl/pocillo con tampén PBST), se afiadieron 25 pl de muestras de aTim3
0 anticuerpo de referencia aTIM3 F38-2E2 (Biolegend) diluido (1:2) y se incubaron durante 1 h a TA. Después del
lavado (3x90 pl/pocillo con tampon PBST), se afiadieron 25 pl/pocillo anticuerpo de oveja anti-POD murino (GE
NA9310V) en dilucidon 1:9000 y se incubd a TA durante 1 h con agitacion a 400 rom. Después del lavado
(4x90 pl/pocillo con tampén PBST), se afiadieron 25 ul/pocillo de sustrato TMB (Calbiochem, n.° CLO7) y se incubo
hasta una DO de 1,5-2,5. A continuacién, se detuvo la reaccion mediante la adicién de 25 ul/pocillo de solucion de HCI
1 N. La medicion tuvo lugar a 370/492 nm. Los resultados del ELISA se muestran como valores de CE50 [ng/ml] de
forma resumida en la tabla 17 a continuacion.

ELISA en células para Tim3 La linea celular CHO-K1 adherida se transfecté de manera estable con el plasmido
15312_hTIM3-fl_pUC_Neo que codifica Tim3 humana de longitud completa y la seleccion con G418 (marcador de
resistencia a la neomicina en el plasmido) se sembrd a una concentracion de 1,2 x 10E6 células/ml en placas de fondo
plano de 384 pocillos y se cultivé durante la noche.

Al dia siguiente, se afladieron 25 ul/pocillo de muestra de Tim3 o de un anticuerpo de referencia aTim3 F38-2E2 sin
acida (Biolegend, 354004) y se incubé durante 2h a 4 °C (para evitar la internalizacion). Después del lavado
(3x90 pl/pocillo de PBST (BIOTEK Washer: Prog. 29, 1 x 90), las células se fijaron mediante eliminacién del tampén
residual y adicién de 50 ul/pocillo de glutaraldehido al 0,05 %: dilucién 1:500 de glutaraldehido al 25 % (Sigma, ref.
G5882) en tampédn 1x PBS y se incubaron durante 1 h a TA. Después del lavado (3x90 ul/pocillo de PBST (BIOTEK
Washer: Prog. 21, 3x90 GreinLysin), se afiadieron 25 pl/pocillo de anticuerpo secundario para la deteccidn (anticuerpo
de oveja anti-POD murino; fragmento F(ab')2 unido a POD de rabano picante; GE NA9310), seguido de incubacién
durante 2 h a TA mientras se agitaba a 400 rpm. Después del lavado (3x90 ul/pocillo de PBST (BIOTEK Washer: Prog.
21, 3x90 GreinLysin), se afiadieron 25 ul/pocillo de solucién de sustrato TMB (Roche 11835033001) y se incubé hasta
una DO de 1,5-2,5. A continuacién, se detuvo la reaccidon mediante la adicion de 25 pl/pocillo de solucion de HCI 1 N.
La medicion tuvo lugar a 370/492 nm. Los resultados del ELISA de células se enumeran como valores "CE50 CHO-
Tim3" [ng/ml] de forma resumida en la tabla 17 a continuacion.

Tabla 17: Afinidades de unién de anticuerpos ejemplares (ELISA y BIACORE)

Ensayo Tim3_0018 |Tim3_0021 Tim3 0028 |Tim3 0026 |Tim3_0033 |Tim3_0038
Afinidad KD [nM] 34/11 204 /41 173/2,8 6,2/15 nf /3,1 76/06
Tim3 mono/bivalente

CE50 ELISA [nM] 0,56 0,22 0,501
CE50 ELISA [ng/ml] 94 47 37 47 1321 83

CE50 CHO-Tim3 [nM] 0,52 0,32 0,17

CE50 CHO-Tim3 [ng/ml] |87 73 53 69 3710 29

Caracterizacién por BiAcore de los anticuerpos anti-Tim3 Se ha usado un ensayo basado en resonancia de plasmén
superficial (SPR) para determinar los parametros cinéticos de la union entre varias moléculas de unién a Tim3 murina,
asi como referencias comerciales que se unen a Tim3 humana. Por lo tanto, se inmovilizd un anticuerpo anti-lgG de
ratén mediante acoplamiento de amina a la superficie de un chip sensor CM5 (BlAcore). A continuacion, se capturaron
las muestras y se unié ECD-Tim3 hu/cy a ellas. La superficie del chip sensor se regenero después de cada ciclo de
andlisis. La constante de equilibrio Kp se obtuvo finalmente ajustando los datos a un modelo de interaccion de
Langmuir 1:1. Aproximadamente 12000 unidades de respuesta (UR) de 30 ug/ml de anticuerpo anti-IgG de raton (GE
Healthcare n.° BR-1008-38) se acoplaron a los puntos 1, 2, 4 y 5 de las cubetas de lectura 1-4 (los puntos 1, 5 son de
anticuerpos activos y los puntos 2, 4 son de anticuerpos de referencia) de un chip sensor CM5 en un BlAcore B4000
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a pH 5,0 usando un kit de acoplamiento de amina suministrado por GE Healthcare.

La muestra y el tampén de migracion fueron HBS-EP* (HEPES 0,01 M, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, tensioactivo P20
al 0,05 % v/iv, pH 7,4). La temperatura de |la cubeta de lectura se configurd a 25 °C y la del compartimento de muestras
a 12 °C. El sistema se cebd con tampdn de migracién. Las muestras se inyectaron durante 30 segundos con una
concentracion de 200 pg/ml y se unieron a los puntos 1y 5 de cada cubeta de lectura, lo que permitié la medicién de
ocho muestras en paralelo. A continuacién, se inyecté un conjunto completo (ECD-Tim3 monomérico de macaco
cangrejero, ECD-Tim3 monomérico humano y ECD-Tim3 dimérico humano fusionado a huFc) de diferentes
concentraciones (véase la tabla X) sobre cada muestra durante 240 s, seguido de un tiempo de disociaciéon de
30/1800 s (véase la tabla 1). Cada ciclo de analisis (captura de muestra, punto 1y 5, inyecciéon de ECD-Tim3) se
regenero a continuacion con una inyeccion durante 30 segundos de glicina-HCI pH 1,7. El caudal se ajustd a 30 pl/min
para todo el ensayo. Finalmente, los datos de doble referencia se introdujeron en un modelo de interaccion de
Langmuir 1:1 con el programa informatico de evaluacion BlAcore B4000. Los valores de Kp resultantes se muestran
en las tablas 17 y 18.

Tabla 18: Afinidades de unién determinadas por los valores KD de BlAcore obtenidos por medicién cinética de SPR,
n.f. significa que no pudo hallarse el valor, muy probablemente debido a la falta de unién o0 a una unién débil.

Muestra Ko huTim3 (25 °C)Ko huTim3Fc (25 °C)|Kp cyTim3 (25 °C) [M]
M M
TIM3-0016 [3,2]9E-09 [1,(19E-09 2,16E-08
Variante de TIM3-0016 (0018) 3,40E-09 1,11E-09 4,19E-08
TIM3-0021 2,04E-07 4,07E-09 n.f.
TIM3-0022 1,26E-07 1,52E-09 2,84E-08
TIM3-0026 6,23E-09 1,52E-09 n.f.
TIM3-0028 1,73E-07 2,77E-09 n.f.
TIM3-0030 3,11E-09 1,28E-09 n.f.
TIM3-0033 n.f. 3,05E-09 n.f.
TIM3-0038 7,56E-09 5,69E-10 n.f.
IAnticuerpo de referencia 1,36E-08 7,50E-09 1,68E-07
Biolegend F38-2E2
Anticuerpo de referencia 1,34E-08 7,73E-09 1,41E-07
USB 11E365
Ejemplo 20

Generacién de derivados de anticuerpos anti-Tim3

Derivados de anticuerpos quiméricos Los anticuerpos anti-tim-3 quiméricos se generaron amplificando las regiones
variables de la cadena pesaday ligera de los anticuerpos anti-TIM3 de ratén Tim3-0016, variante de Tim3-0016 (0018),
Tim3-0021, Tim3-0022, Tim3-0026, Tim3-0028, Tim3-0030 y Tim3-0033, Tim3-0038 a través de PCR y clonandolos
en vectores de expresion de cadena pesada como proteinas de fusién con cadena principal de 1IgG1 humana / CH1-
bisagra-CH2-CH3 humana con mutaciones LALA y PG (leucina 234 a alanina, leucina 235 a alanina, prolina 329 a
glicina) anulando funciones efectoras y vectores de expresién de cadena ligera como proteinas de fusién para C-kappa
humana. Los plasmidos de LC y HC se cotransfectaron a continuacion en HEK293 y se purificaron de los
sobrenadantes después de 7 dias mediante procedimientos estandar para la purificacién de anticuerpos.

Eliminacion del sitio de glucosilacién NYT: Modificacién de la posicién 1 de HVR-L1 en Tim3-0016, variante de
Tim3_0016 (denominada 0018 o Tim3_0018) mediante sustitucion de N por Q o S. Las mutaciones dentro de la regién
variable de la cadena V ligera de Tim3_0016 y la variante de Tim3_0016 (0018) se generaron mediante mutagénesis
in vitro usando el "kit de mutagénesis relampago dirigida al sitio Quick Change" de Agilent de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Mediante este procedimiento, la asparagina (N) del motivo NYT del sitio de glucosilacién
en la HVR-L1 de la cadena ligera (SEQ ID NO: 4) se reemplazd por glutamina (Q) (dando como resultado SEQ ID NO:
11 =Tim3_0016_HVR-L1 variante 1_NQ) o, de forma alternativa, la asparagina (N) se reemplazé por serina (S) (dando
como resultado SEQ ID NO: 12 = Tim3_0016_HVR-L1 variante 2_NS). En ambos, el motivo NYT del sitio de
glucosilacion se modificé con éxito. Los plasmidos de LC y HC que codifican las variantes se cotransfectaron a
continuacién en HEK293 y se purificaron de los sobrenadantes después de 7 dias mediante procedimientos estandar
para la purificaciéon de anticuerpos. Los mutantes generados se sometieron a prueba por ELISA en Tim3 humana,
ELISA en Tim3 de macaco cangrejero y ELISA celular en células CHO-K1 adheridas que expresan Tim3 humana de
longitud completa. Se encontré que todos los mutantes generados mostraban atin mas unién funcional a TIM3 humana
(hu), TIM3 de macaco cangrejero (cy) o TIM3 humana en células CHO que los anticuerpos originales Tim3_0016 o la
variante del anticuerpo Tim3_0016 Tim3_0018, respectivamente.
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Tabla 19:
Hu bioq. Cy bioq. unién celular CHO-Tim3
Valores de Valores de Valores de
CES50 [ng/ml] CES50 [ng/ml] CES50 [ng/ml]
en relacién con en relacién en relacién
Mutantes el valor max. Puntode | con el valor Puntode | con el valor Punto de
sometidos a de las inflexién max. de las inflexién max. de las inflexién
prueba muestras [ng/ml] muestras [ng/ml] muestras [ng/ml]
aTim3 F38 2E2 73,2 88,3 423,0 209871,3 150,2 224,3
aTim3 0018 15,1 15,3 14,6 14,6 26,4 29,4
aTim3 0018 MutNQ 12,0 10,8 13,2 10,8 13,4 12,8
aTim3 0018 MutNS 10,3 6,5 11,9 6,5 11,2 11,1
aTim3 0016 MutNQ 7,6 57 8,3 57 6,3 54
aTim3 0016 MutNS 8,5 55 9,7 55 9,1 8,5

Ejemplo 21
Marcado fluorescente de anticuerpo monoclonal purificado

El marcado fluorescente del anticuerpo monoclonal derivado de hibridoma se llevé a cabo usando el kit de marcado
de anticuerpos monoclonales Alexa Fluor 488 (fabricado por Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Después del marcado, se confirmé que cada anticuerpo estaba realmente marcado con Alexa Fluor 488 (a
continuacién en el presente documento denominado "Alexa-488") mediante el analisis FACSCalibur (fabricado por BD
Biosciences) para células RPMI-8226 y células Pfeiffer que expresan TIM-3.

Ejemplo 22
Clasificacién de grupos de epitopos de unién mediante ensayo de competencia basado en FACS

La relacion de los epitopos entre los anticuerpos anti-TIM3 generados y seis anticuerpos anti-TIM3 de referencia se
analizé mediante un ensayo de competencia de unién basado en FACS. Los anticuerpos anti-TIM3 de referencia
fueron los siguientes: anticuerpos 4177 y 8213 como se describe en el documento US2012/189617, anticuerpos
1.7E10 y 27.12E12 como se describe en el documento W02013/06490; anticuerpo 344823 (Clon 344823, fabricado
por R&D Systems) y anticuerpo F38-2E2 (Clon F38-2E2, fabricado por BioLegend y R&D Systems). En resumen, se
permitio que el anticuerpo de prueba interactuara con y se uniera a las células RPMI-8226 que expresan TIM-3 (ATCC®
CCL-155™)y a continuacion, se evalué mediante un procedimiento de citometria de flujo si otro anticuerpo anti-TIM-
3 también se podria unir a las células que expresan TIM-3.

En resumen, las células RPMI-8226 que expresaban TIM3 humana se incubaron con Human BD Fc Block durante
10 min a TAy se tifleron en dos configuraciones experimentales diferentes para excluir el impacto sobre la unién de
la diferencia en la afinidad de los anticuerpos sometidos a prueba:

1) con anti-TIM3 purificado divulgado (10 ug/ml en tampén de tincion BD durante 0,5 h a 4 °C), que se conjugé con
Alexa*488 de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Molecular Probes A-20181) con un promedio de 2,7
fluoréforos por anticuerpo. A continuacion, a) se afladieron anticuerpos anti-TIM3 recombinantes de referencia sin
marcar (1-4) o control de isotipo (10 ug/ml) durante 0,5 ha4 °C en BD SBYy, después del lavado con BD SB, se tifieron
con Ab anti-huFcy marcados con PE (JIR, 109-116-098, 1:200, 0,5 h a 4 °C en BD SB) o b) se afiadieron anticuerpos
anti-TIM3 de referencia marcados con PE (5-6) disponibles o controles de isotipo apropiados (10 ug/ml) durante 0,5 h
a 4 °C en BD SB. Después del lavado y la centrifugacion, las sefiales MFI| de las células RPMI-8226 tefiidas se
analizaron mediante el citdmetro de flujo FACSCanto de BD Biosciences.

Tabla 20: Resumen de la caracterizacién de epitopos.

clon 1-7E10

clon 27-12E12

98



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2984937 T3

100
100
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Los resultados del cartografiado de los grupos de epitopos basado en FACS muestran que Tim3_0016 y la variante
de Tim3_0016 Tim3_0018 no muestran competencia de unién con ningun anticuerpo anti-TIM3 de referencia sometido
a prueba y se sugirio que estos Ab reconocieron un nuevo epitopo diferente de los epitopos que reconocieron todos
los anticuerpos anti-TIM3 de referencia descritos anteriormente, mientras que Tim3_0022, Tim3_0026, Tim3_0028 y
Tim3_0038 compiten en diferente grado por la unién a TIM3 expresada en la superficie en células JRPMI-8226 con
varios competidores.

Ejemplo 23

Efecto de los anticuerpos anti-TIM3 humanos sobre la produccién de citocinas en una reaccién de linfocitos
mixta (RLM)

Se usé una reaccién de linfocitos mixta para demostrar el efecto que tiene el bloqueo de la via de TIM-3 sobre las
células linfociticas efectoras. Los linfocitos T en el ensayo se sometieron a prueba para evaluar la activacion y su
secrecién de IFN-gamma en presencia 0 ausencia de un mAb anti-TIM3.

Se aislaron linfocitos humanos de sangre periférica de un donante sano mediante centrifugacién por gradiente de
densidad usando Leukosep (Greiner Bio One, 227 288). En resumen, se diluyé la sangre heparinizada con tres
volumenes de PBS y se colocaron alicuotas de 25 ml de la sangre diluida en capas en tubos Leukosep de 50 ml.
Después de la centrifugacion a 800 x g durante 15 min a temperatura ambiente (sin rotura), las fracciones que
contenian linfocitos se recogieron, se lavaron en PBS y se usaron directamente en un ensayo funcional o se
resuspendieron en medio de congelacién (10 % de DMSO, 90 % de FCS) a 1,0E+07 células/ml y se almacenaron en
nitrogeno liquido. En el ensayo de RLM se usd una proporcion 1:1 de células diana/respondedoras (es decir, cada
cultivo de RLM contenia -2,0E+05 PBMC de cada donante en un volumen total de 200 pl). Los anticuerpos
monoclonales anti-TIM3 Tim3_0016, variante de Tim3_0016 (Tim3_0018), Tim3_0021, Tim3_0022, Tim3_0026,
Tim3_0028, Tim3_0030, Tim3_0033, Tim3_0038 y F38-2E2 (BioLegend) se afiadieron a cada cultivo en diferentes
concentraciones de anticuerpos. No se usé ningun anticuerpo ni anticuerpo de control de isotipo como control negativo
y se usd IL-2 rec hu (20 EU/mI) como control positivo. Las células se cultivaron durante 6 dias a 37 °C. Después del
dia 6, se tomaron 100 pl de medio de cada cultivo para la medicidon de citocinas. Los niveles de IFN-gamma se midieron
usando el kit OptEIA ELISA (BD Biosciences).

Los resultados se muestran en la tabla 21 (secrecién/liberacién de IFN-g). Los anticuerpos monoclonales anti-TIM3
promovieron la activacién de linfocitos T y la secrecién de IFN-gamma de manera dependiente de la concentracion.
Los anticuerpos anti-TIM3 Tim3_0021, Tim3_0022, Tim3_0028 y Tim3_0038 reducen la liberacién de la citocina
inflamatoria (IFN-gamma) mas que el anticuerpo F38-2E2. Tim3_0016, la variante de Tim3_0016 (Tim3_0018),
Tim3_0033 y Tim3_0038 mostraron una liberacién similar en comparacion con el anticuerpo F38-2E2. Por el contrario,
los cultivos que contenian el anticuerpo de control de isotipo no mostraron un incremento en la secrecién de IFN-
gamma.

Tabla 21: Porcentaje de liberacion de IFN-gamma inducida por anticuerpos anti-Tim3 en comparacién con IL-2 rec hu
(20 EU/mI) (= 100 %) como control positivo y ausencia de anticuerpo como control negativo (donantes)

Concentracién |RLM + IL- Isotipo | F38- | Tim3 | Tim3 | Tim3 | Tim3 | Tim3 | Tim3 | Tim3 | Tim3 | Tim3 | Isotipo
de compuesto (220 U/ml| IgG2a | 2E2 [ 0016 [ 0018 | 0021 | 0022 | 0026 | 0028 | 0030 | 0033 [ 0038 | higG1

40 pg/ml 2 36 33 36 112 58 25 40 14 35 51 0

10 pg/ml 100 0 26 22 30 108 38 16 38 4 30 38 5

1 yug/ml 0 7 7 12 101 18 18 12 3 0 1 0
Ejemplo 24

Internalizacién de anticuerpos anti-TIM-3 en células que expresan TIM-3

Los anticuerpos especificos de TIM-3 descritos en el presente documento se pueden internalizar en células que
expresan TIM-3, incluyendo células de linfoma, mieloma multiple y de LMA que expresan TIM-3. Por ejemplo, se
muestra que los anticuerpos especificos de TIM-3 divulgados y fragmentos de los mismos se internalizan en células
CHO TIM3 recombinantes que expresan TIM-3 humana de forma estable segln se evalla por ELISA basado en
células, citometria de flujo (FACS) y microscopia confocal.

Células CHO-K1 transfectadas de forma estable con Tim3 (clon 8) (4x104 células/pocillo/100 ul) se sembraron en MTP
de 98 pocillos usando medio de cultivo fresco. Después de la unién celular durante la noche, se retiré el medio de
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cultivo celular y se afiadieron los anticuerpos de prueba a las células (10 pg/ml en medio de cultivo celular) y se
incubaron durante 0,5 horas a 4 °C. Como referencia se usd un anticuerpo comercial de ratén antihumano (TIM3
MAB11E365 (US Biological, T5469-92P). Después del lavado (2 veces con medio de cultivo celular) y la centrifugacion,
las células se incubaron durante 3 horas a a) 4 °C o b) 37 °C en 200 ul de medio de cultivo celular. La internalizacion
se produce tipicamente a 37 °C, pero no a 4 °C, lo que proporciona otro control para la reaccion. A continuacion, las
células se fijaron con 100 ul/pocillo de glutaraldehido al 0,05 % (Sigma, ref. G5882) en 1x PBS durante 10 min a
temperatura ambiente (TA). A esto le siguieron tres etapas de lavado con 200 ul de PBS-T y se afladid el anticuerpo
secundario de oveja anti-POD murino (fragmento F(ab')2 unido a POD de rabano picante; GE NA9310)) durante 1 hora
a TA. Después de las etapas finales de lavado (3x PBS-T), se afiadio sustrato TMB (Roche, ref. 11835033001) durante
15 min y se detuvo el revelado del color usando HCI 1 N. Las DO finales se determinaron por medicion a 450/620 nm
en un lector de ELISA. Este procedimiento ELISA en células se usé para la evaluacidén del rendimiento medio de la
capacidad de internalizacién de los anticuerpos de prueba que se purificaron a partir de sobrenadantes de hibridoma.

El porcentaje de internalizacion se calculé como sigue:
Internalizacion [%] = (1 - DOmuestra_37 °C / DOmuestra_4 °C) * 100

Los resultados se muestran en las figs. 29A y B para (Internalizacion). Casi todos los anticuerpos monoclonales anti-
TIM3 sometidos a prueba se internalizaron bien de forma similar en células CHO-K1 transfectadas de forma estable
con TIM3 después de 3 h de incubacion a 37 °C (no se muestran todos los datos).

La determinacion de los valores de CE50 de internalizacion (dependencia del tiempo), asi como la comparacién de la
cinética de la internalizaciéon dependiendo de la monovalencia frente a la bivalencia se estimé mediante FACS para
los candidatos seleccionados.

En resumen, se sembraron células CHO-K1 que expresan de forma estable TIM3 humana (4x10° células/pocillo/50 ul)
en MTP de fondo en V de 98 pocillos usando medio de cultivo fresco y se incubaron con Redimune® NF Ligquid durante
10 min a TA para bloquear la unién inespecifica. A continuacién, se afiadieron 50 ul/pocillo del anti-TIM3 purificado
seleccionado (10 pl/ml en medio de cultivo celular) y se incubaron durante 1 ha 4 °C. Después del lavado (con medio
de cultivo celular) y la centrifugacién, las células se incubaron durante 0,25,0,5,1,2,3,4,6y24haa)4°Cob)37 °C
en 200 yl de medio de cultivo celular. A continuacion, las células se lavaron con PBS/BSA al 1 % y se afiadieron
anticuerpo secundario de cabra anti-F(ab)2 de 19G de ratén marcado con Alexa Fluor 488 durante 1 hora a 4 °C.
Después del lavado y la centrifugacion, se afiadieron 125 ul de CellFix (BD Bioscience, 1:1000) y se analizaron las
seflales MFI de las células tefiidas mediante el citémetro de flujo FACSCanto de BD Biosciences.

El porcentaje de internalizacion se calculé como sigue:
Internalizacion [%] = (1 - MFImuestra_37 °C / MFImuestra_4 °C) * 100

Ejemplo para la evaluacién de la internalizacién dependiente del tiempo de los anticuerpos anti-TIM3 Tim3_0016,
variante de Tim3_0016 (Tim3_0018), Tim3_0021, Tim3_0028, Tim3_0030, Tim3_0033, Tim3_0038 en células RPMI-
8226 (ATCC® CCL-155™):

Los anticuerpos anti-TIM3 divulgados actualmente se internalizan rapidamente en células RPMI-8226 que expresan
TIM3 (ATCC® CCL-155™) a un nivel alto. Los experimentos se realizaron como se describe anteriormente con células
RPMI-8226 que expresan TIM3 (ATCC® CCL-155™) en lugar de células CHO-K1 recombinantes que expresan
huTIM3. Los resultados se muestran en la tabla 22. Se usaron |los siguientes anticuerpos como anticuerpos anti-TIM3
de referencia: anticuerpo 8213 como se describe en el documento US2012/189617, anticuerpo 27.12E12 como se
describe en el documento W0O2013/06490. Tim3_00186, la variante de Tim3_0016 (Tim3_0018) y Tim3_0038 se usaron
como versiones quiméricas de IgG1 humana.

Tabla 22: Porcentaje de internalizacion en el punto de tiempo indicado (0 min establecido como 0 por ciento).

Porcentaje de internalizacién de anticuerpos anti-TIM3

Anticuerpo 30 min | 60 min 120 min 240 min 26 h
8213 22 22 43 52 72
27.12E12 19 22 25 46 59
Tim3_0016 33 52 55 66 87
Tim3_0018 39 41 80 70 88
Tim3_0021 70 75 74 78 77
Tim3_0028 50 59 67 68 83
Tim3_0033 75 81 82 82 80
Tim3_0038 22 20 45 46 63

Los resultados muestran que los anticuerpos sometidos a prueba se internalizan rapidamente en un alto porcentaje

100



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2984937 T3

en comparacion con los anticuerpos de referencia en células RPMI-8226 (ATCC® CCL-155™).
Ejemplo 25
Unién de anticuerpos anti-TIM-3 a monocitos humanos aislados que expresan TIM-3

Los monocitos CD14+ se aislaron de sangre periférica anticoagulada de donantes sanos por centrifugaciéon por
gradiente de densidad usando Ficoll-Paque (GE Healthcare) (véanse los protocolos generales en los manuales de
usuario o visite www.miltenyibiotec.com/protocols) y posterior seleccion positiva por medio de CD14 MicroBeads. En
primer lugar, las células CD14+ se marcan magnéticamente con CD14 MicroBeads. A continuacién, la suspension
celular se carga en una columna MACS® que se coloca en el campo magnético de un separador MACS. Las células
CD14+ marcadas magnéticamente quedan retenidas en la columna. Las células no marcadas atraviesan la columna
y esa fraccion celular esta empobrecida en células CD14+. Después de retirar la columna del campo magnético, las
células CD14+ retenidas magnéticamente se pueden eluir como la fraccion celular seleccionada positivamente.
Después de la centrifugacién a 200 x g durante 10 min a temperatura ambiente, los monocitos se recogieron y se
usaron directamente en un ensayo de unidén o se resuspendieron en medio de congelacidon (10 % de DMSO, 90 % de
FCS) a 1,0E+07 células/ml y se almacenaron en nitrogeno liquido.

Como se muestra en la literatura, los monocitos expresan constitutivamente TIM3 en su superficie. Se colocaron 1x105
monocitos humanos CD14+ aislados (50 pl/pocillo) en MTP de fondo en V de 98 pocillos en medio de cultivo fresco y
se incubaron con Redimune® NF Liquid durante 15 min a TA para bloquear la unién inespecifica. A continuacién, se
afiadieron 50 pl/pocillo de los mAb anti-TIM3 divulgados o de los mAb anti-TIM-3 de referencia 344823 (R&D) y F38-
2E2 (BioLegend) (10 pg/ml en medio de cultivo celular) y se incubaron durante 1 h a 4 °C. A continuacién, las células
se lavaron con PBS/BSA al 1 % y se afiadieron anticuerpo secundario de cabra anti-F(ab')2 de ratén marcado con PE
(Jackson Lab 115-006-072) durante 1 hora a 4 °C. Después del lavado y la centrifugacién, las sefiales MFI de las
células tefiidas se analizaron mediante el citometro de flujo FACSCanto de BD Biosciences.

La union especifica se calculé como sigue:

Union especifica [MFI] = Media geom. MFImuestra - Media geom. MFIcontrol de isotipo

Los resultados se muestran en la tabla 8: (Unién a monocitos humanos). Los clones de TIM3 Tim3_0016, Tim3_0018,
Tim3_0020, Tim3_0028 y Tim3_0038 se unen a monocitos humanos de diferentes donantes incluso mejor que los Ab

anti-TIM3 de referencia.

Tabla 23: Unién a monocitos humanos.

donante 1 (CD14+) donante 2 (CD14+) |donante 3 (CD14+)
Tim3_0016 2122 1634 1690
Tim3_0018 2326 1818 1943
Tim3_0020 1917 1377 1462
Tim3_0021 1134 951 1197
Tim3_0022 1468 1111 1235
Tim3_0026 1665 1016 900
Tim3_0030 1411 419 466
Tim3_0038 1637 1368 1401
Tim3_0028 1351 950 1607
Tim3_0033 480 328 595
1gG2b de ratén 0 13 0
IgG1 de ratén 144 55 213
mAb <TIM3> PE, IgG1 de ratén (clon F38- 516 493 460
2E2; Biolegend)
mAb <TIM3> PE, IgG2A de rata (clon 1010 917 814
344823, R&D)
IgG2A-PE de rata 71 68 70
Ejemplo 26

Unién de anticuerpos anti-TIM-3 a monocitos de macaco cangrejero aislados que expresan TIM-3

Los monocitos CD14+ se aislaron de sangre periférica anticoagulada de macaco cangrejero (Covance) mediante
centrifugacion por gradiente de densidad usando Ficoll-Paque (GE Healthcare) (véanse protocolos generales en los
manuales de usuario o visite www.miltenyibiotec.com/protocols) y la posterior seleccién positiva por medio de
microperlas NHP CD14 MicroBeads. En primer lugar, las células CD14+ se marcan magnéticamente con CD14
MicroBeads. A continuacién, la suspension celular se carga en una columna MACS® que se coloca en el campo
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magnético de un separador MACS. Las células CD14+ marcadas magnéticamente quedan retenidas en la columna.
Las células no marcadas atraviesan la columna y esa fraccidon celular esta empobrecida en células CD14+. Después
de retirar la columna del campo magnético, las células CD14+ retenidas magnéticamente se pueden eluir como la
fraccién celular seleccionada positivamente. Después de la centrifugacion a 200xg durante 10 min a temperatura
ambiente, los monocitos se recogieron y se usaron directamente en un ensayo de unién o se resuspendieron en medio
de congelacién (10 % de DMSO, 90 % de FCS) a 1,0E+07 células/ml y se almacenaron en nitrégeno liquido.

Como se muestra en la literatura, los monocitos expresan constitutivamente TIM3 en su superficie. Se colocaron 1x105
monocitos de macaco cangrejero CD14+ aislados (50 pl/pocillo) en MTP de fondo en V de 98 pocillos en medio de
cultivo fresco y se incubaron con Redimune® NF Liquid durante 15 min a TA para bloguear la unién inespecifica. A
continuacién, se afiadieron 50 ul/pocillo de anticuerpo anti-TIM3 marcado con Alexa488 (10 ug/ml en medio de cultivo
celular) y se incubaron durante 1 h a 4 °C. Después del lavado y la centrifugacion, las sefiales MFI de las células
tefiidas se analizaron mediante el citometro de flujo FACSCanto de BD Biosciences.

La union especifica se calculé como sigue:

Union especifica [MFI] = Media geom. MFImuestra - Media geom. MFIcontrol de isotipo

Los resultados se muestran en la tabla 9 (Unién a monocitos de macaco cangrejero). Los clones de TIM3 Tim3_0016,
Tim3_0018, Tim3_0026, Tim3_0028 y Tim3_0030 se unen a los monocitos de macaco cangrejero de diferentes

macacos cangrejeros donantes.

Tabla 24: Unién a monocitos de macaco cangrejero.

cyno1 (16719M) CD14+ |cyno2 (17435M) CD14+ |cyno3 (30085F)
CD14+
AF+PI 75 83 84
humTIM3-Alexa488 R&D (34482) 158 121 143
IgG2A-Alexad88 de rata 84 86 91
humTIM3 A488 F38-2E2 (NOVUS Biol) 135 136 124
1gG1-Alexa 488 de ratdn 72 82 83
Tim3_0016-A488 157 177 187
variante de Tim3_0016 0018-A488 301 480 417
Tim3_0022 A488 115 134 138
Tim3_0026 A488 137 184 197
Tim3_0028 A488 3936 2996 4090
Tim3_0038 A488 97 107 120
Tim3_0020 A488 274 378 354
Tim3_0021 A488 348 473 399
Tim3_0030 A488 119 163 144
Tim3_0033 A488 71 81 83
TIM3 (4177) A488 78 83 85
TIM3 (8213) A488 75 83 87

Ejemplo 27

Unién de anticuerpos anti-TIM-3 a lineas celulares de LNH y MM que expresan TIM-3

La capacidad de unién de los anticuerpos anti-TIM3 divulgados y de dos clones de anticuerpos anti-TIM3 de referencia
(1) 4177 y (2) 8213 (Kyowa) se analizé mediante FACS. En resumen, las células de linfoma de linfocitos B que
expresan TIM3 humana (ejemplificadas como células Pfeiffer) y las células de mieloma multiple (ejemplificadas como
células RPMI-8226) se incubaron con Human BD Fc Block durante 10 min a TA para bloquear la union inespecifica.
A continuacion, se colocaron 2 x 10% células (50 pl/pocillo) en MTP de fondo en V de 98 pocillos y se afadieron
50 ul/pocillo de anticuerpo anti-TIM3 marcado con Alexa488 (10 yg/ml en tampén de tincion BD) y se incubaron
durante 1 h a 4 °C. Después del lavado y la centrifugacién, las sefiales MFI de las células teflidas se analizaron
mediante el citometro de flujo FACSCanto de BD Biosciences.

La union especifica se calculé como sigue:

Union especifica [MFI] = Media geom. MFImuestra - Media geom. MFIcontrol de isotipo

Los resultados se muestran en las figs. 2Ay 2B (Unidn a células RPMI-8226 y Pfeiffer).

Ejemplo 10: Actividad citotdxica de anticuerpos anti-TIM-3 en células de LNH y MM que expresan TIM-3
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Los anticuerpos especificos de TIM3 conjugados con exotoxina de Pseudomonas (PE24) destruyen eficazmente las
células que expresan TIM3. La actividad citotéxica de los anticuerpos anti-TIM3 divulgados y de un clon de anticuerpo
anti-TIM3 de referencia disponible comercialmente 11E365 (disponible en US Biological) se analizd con el ensayo de
viabilidad de células luminiscentes CellTiter-Glo de Promega. En resumen, a 5 x 103 células CHO-K1 recombinantes
que expresan TIM-3 humana (50 pl/pocillo en MTP de 98 pocillos, por triplicado) o 2 x 104 células de linfoma de
linfocitos B que expresan TIM3 humana (50 ul/pocillo en MTP de 98 pocillos, por triplicado) (ejemplificadas como
células Pfeiffer) o células de mieloma muiltiple (ejemplificadas como células RPMI-8226) se afiadieron 25 pl/pocillo de
dilucion sucesiva 1:5 de los anticuerpos anti-TIM3 divulgados con la concentracion mas alta de 10 pg/ml o medios
apropiados para células sin tratar o control de isotipo para células tratadas no diana. El tratamiento varia desde
10 pg/ml hasta 1 ng/ml por triplicado. Todos los anticuerpos se usaron como versiones de Fcy de raton de longitud
completa. Para la conjugacion de la exotoxina de Pseudomonas se afiadieron 10 ug/ml de Fab especificos de
fragmentos Fcy de ratdn conjugados con PE24 y se incubaron durante 3 dias a 37 °C. Se usé la cicloheximida como
inhibidor conocido de la sintesis de proteinas en eucariotas como control positivo. La viabilidad de las células tratadas
se midié con el ensayo de viabilidad de células luminiscentes CellTiter-Glo de Promega.

La actividad citotdxica se calculé como sigue:
Inhibicién relativa [%] = (1 - (Emuestra - Econtrol negativo) / (Econtrol positivo - Econtrol negativo)) * 100
Los resultados se muestran en la tabla 25.

Tabla 25: Actividad citotdxica de mAb anti-TIM3 en lineas celulares recombinantes de LNH y MM que expresan TIM-
3 en formato de tipo sandwich.

Anticuerpos y referencias (todos los
anticuerpos anti-TIM3 conjugados con
una exotoxina A de Pseudomonas CI50 [nM]
desinmunizada)
céluas CHO
recTIM3 células Pfeiffer [RPMI-8226

Tim3_0016 0,04 0,09 0,55
Variante 1 de Tim3_0016 0,05 0,10 0,66
(Tim3_0018)

Tim3_0020 0,07 0,11 >64
Tim3_0021 0,04 0,10 5,9
Tim3_0022 0,02 0,07 0,36
Tim3_0023 0,03 0,08 >64
Tim3_0026 0,03 0,08 >64
Tim3_0030 0,03 0,10 >64
Tim3_0033 0,11 0,20 0,79
Tim3_0038 0,01 < 0.002 0,16
Clon 11E365 (US Biological) 0,7 1,2 11
Células sin Ab - - -
Células + <mFc> Fab PE - - -
|gG2A + <mFc> Fab PE - - -
Cicloheximida 135 181 245

Todos los clones TIM3 sometidos a prueba son altamente potentes (intervalo de CI50 0,01-0,2 nM) en células CHO-
K1 recombinantes que expresan TIM-3 humana de forma estable y células Pfeiffer que expresan niveles altos y
moderados de TIM-3 e incluso més potentes en cuanto a su actividad citotéxica que el clon 11E365 de anticuerpo anti-
TIM-3 de referencia con internalizacién potente de US Biological. Los clones de TIM3 0016, 0018, 0021, 0022, 0033 y
0038 también son potentes en células RPMI-8226, expresando un nivel de TIM-3 5 veces menor que las células CHO
TIM3 recombinantes.

Ejemplo 28: Comparacion de la actividad citotoxica de los anticuerpos anti-TIM3 divulgados frente a dos anticuerpos
anti-TIM3 de referencia 1.7E10y 27.12E12 (como se describe en el documento WO02013/06490).

La actividad citotoxica de los anticuerpos anti-TIM3 divulgados y de dos anticuerpos anti-TIM3 de referencia, los
anticuerpos anti-TIM3 de referencia 1.7E10y 27.12E12 como se describe en el documento W02013/06490, se analizo
con el ensayo de viabilidad de células luminiscentes CellTiter-Glo de Promega como se describe anteriormente. Todos
los anticuerpos se usaron con formato de IgG1 humana de longitud completa, incluida la parte del Fcgamma humano.
En este experimento, la conjugacion de la exotoxina de Pseudomonas se logrd a través de Fab especificos del
fragmento Fcy humano conjugado a PE24 (10 ug/ml) que se afiadieron e incubaron durante 5 dias a 37 °C.

Los resultados se muestran en la tabla 26.
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Tabla 26: Comparacion de la actividad citotoxica de mAb anti-TIM3 en lineas celulares de LNH y MM que expresan
TIM-3.

células Pfeiffer células RPMI-8226
IAnticuerpos y referencias (todos los anticuerpos anti-TIM3
conjugados con una exotoxina A de Pseudomonas Destrucciéon | CI50 rel. |Destrucciéon| CI50 rel.
desinmunizada) max. [nM] max. [nM]
Cicloheximida 100 [%] 271 100 [%] 111
1.7E10 60,3 [%] 0,68 65,7 [%] 2,544
27-12E12 75,7 [%] 0,02 86,6 [%] 0,111
Tim3_0016 84,9 [%] 0,05 86,6 [%] 0,063
variante de Tim3_0016 (Tim3_0018) 82,9 [%] 0,06 88,1 [%] 0,081
Tim3_0026 78,3 [%] <0,02 83,1 [%] 0,067
Tim3_002 82,6 [%] <0,02 83,8 [%] 0,047
Control de isotipo hlgG1 3,2 [%] N.A 0,4 [%] N.A

Todos los clones TIM3 divulgados son altamente activos (intervalo de CI50 0,02-0,08 nM) en células Pfeiffer y RPMI-
8226 que expresan TIM-3 e incluso mas potentes en cuanto a su actividad citotéxica que el clon 27.12E12 de
anticuerpo anti-TIM-3 de referencia con internalizacion potente. Todos los anticuerpos se compararon como
conjugados de exotoxina de Pseudomonas (PE24) usando la misma exotoxina de Pseudomonas en las mismas
condiciones.

Ejemplo 28

Actividad citotéxica de las construcciones Fab-PE24 de los anticuerpos anti-TIM3 divulgados en lineas
celulares de MM, LNH y LMA (que expresan TIM3, pero no PSMA).

La actividad citotéxica se analizo con el ensayo de viabilidad de células luminiscentes CellTiter-Glo de Promega como
se describe anteriormente. Se incubaron diluciones sucesivas 1:5 de fragmentos Fab de anticuerpos anti-TIM3
divulgados directamente conjugados a PE24 con la concentracién mas alta de 50 ug/ml o medio apropiado para células
no tratadas o control Fab-PE24 anti-PSMA sin union para células tratadas no diana con 7,5 x 102 células Pfeiffer o
2 x 103 células RPMI-8226 (50 ul/pocillo en MTP de 98 pocillos) durante 4 dias a 37 °C. El tratamiento varia desde
50 ug/ml hasta 8 ng/ml por triplicado. Se usé cicloheximida como control positivo.

Los resultados se muestran en la tabla 27.

Tabla 27: Actividad citotdxica de construcciones Fab-PE24 de los anticuerpos anti-TIM3 divulgados en lineas celulares
de MM, LNHy LMA.

RPMI-8226 Karpas-299 CMK TF-1 MOLM-13
Anticuerpos y
referencias
(todos los
anticuerpos
anti-TIM3
conjugados
con una
exotoxina A de
Pseudomonas
desinmunizada|Destruccié| CI50 |Destruccion|CI50|Destruccion| CI50 |Destruccion |CI50(Destruccion (C150
) n max. [nM] max. [nM] max. [nM] max. [nM] max. [nM]
Cicloheximida 100 [%] 281 100 [%] 113 100 [%] 1490 100 [%] 207 100 [%] 156
Anti_ PSMA 10,5 [%] N.D. 40,1[%] |N.D.| 8,98 [%] N.D. 527[%] |IN.D.| 189[%] |[N.D.
Tim3_0022 99,1 [%] 1,9 98,8 [%] 10 67,1 [%] 255 58,6 [%] |299| 585[%] [579
Tim3_0016 99,3 [%] 1,1 99,2 [%] 4 64,8 [%] 225 54,2[%] |534| 62,7[%] [459

Todas las construcciones Fab-PE24 sometidas a prueba de los anticuerpos anti-TIM3 divulgados son altamente
potentes (intervalo de CI50 1-10 nM) en células de MM (RPMI-8226) y de LNH (Karpas-299) que expresan un nivel
moderado de TIM-3 y demuestran una actividad citotéxica significativa en lineas celulares de LMA (CMK, TF-1, MOLM-
13) que expresan niveles muy bajos de TIM-3.
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Ejemplo 29

Actividad citotéxica de inmunoconjugados (conjugados de exotoxina A de Pseudomonas (construcciones

Fab-PE24) de anticuerpos anti-TIM3 divulgados en células madre/progenitoras de LMA primarias de pacientes
recidivantes/resistentes

Se obtuvieron células CD34+ de sangre periférica de pacientes recidivantes/resistentes de AllCells, LLC, Alameda,
CA, EE. UU. Después de la confirmacién de la pureza y la viabilidad de todas las muestras (intervalo de pureza 84-
94 % e intervalo de viabilidad 95-99 %), se evalué el nivel de expresion de TIM-3 por FACS como se describe en el
ejemplo 7 usando mAb anti-TIM-3 344823 (R&D). (véase lafig. 31). Todas las muestras de células madre/progenitoras
(CD34+) de LMA primarias (4/4) sometidas a prueba de pacientes recidivantes/resistentes demuestran una expresion
homogénea de TIM-3 a diferentes niveles.

Para la evaluacién de la actividad citotéxica de las construcciones Fab-PE24 de los clones anti-TIM3 0016 y 0022
divulgados en células CD34+ de LMA primarias, se incubaron 1x10% células (50 pl/pocillo en MTP de 98 pocillos, por
triplicado) con diluciones sucesivas 1.5 de fragmentos Fab con la concentracion mas alta de 50 ug/ml o medios
apropiados para células no tratadas o control de Fab-PE24 anti-PSMA sin unién para células tratadas no diana durante
3 dias a 37 °C. Se usd cicloheximida como control positivo. La actividad citotoxica se analizé con el ensayo de
viabilidad de células luminiscentes CellTiter-Glo de Promega como se describe anteriormente en el ejemplo 28.

Los resultados se muestran en la tabla 28. (Actividad citotéxica de construcciones Fab-PE24 de los anticuerpos anti-
TIM3 divulgados en células CD34+ de LMA primarias).

Tabla 28: Actividad citotéxica de construcciones Fab-PE24 de los anticuerpos anti-TIM3 divulgados en células CD34+
de LMA primarias.

D1; células PB0136 | D2; células PB0142 | D3; células PB0135 D4; células PB0193

CD34+ de LMA CD34+ de LMA CD34+ de LMA CD34+ de LMA
Anticuerpos y
referencias (todos
los anticuerpos
anti-TIM3
conjugados con
una exotoxina A de
Pseudomonas Destruccion| CI50 |Destruccion Destruccion Destruccion
desinmunizada) max. [nM] max. CI50 [nM] max. CI150 [nM] max. CI150 [nM]
Cicloheximida 100 [%] 212 100 [%] 262 100 [%] 121 100 [%] 208
anti-PSMA 2 [%] N.D. 8 [%] N.D. 18 [%] N.D. 12 [%] N.D.
TIM3 0022-cFP 38 [%] >691 75 [%] 107 31 [%] >691 57 [%] 375
TIM3 0016-cFP 48 [%] >691 79 [%] 30 44 [%] >691 69 [%] 116

Las construcciones Fab-PE24 de los anticuerpos anti-TIM3 Tim3_0016 y Tim3_0022 son altamente potentes en
muestras de LMA primarias (2/4) (PB0142 y PB0135) (intervalo de CI50 30-116 nM) y demuestran una actividad
citotoxica significativa en todas las células madre/progenitoras (CD34+) de LMA primarias (4/4) que expresan
diferentes niveles de TIM-3.

Ejemplo 30

Comparacion de la potencia de las construcciones Fab-PE24 de anticuerpos anti-TIM3 seleccionados en lineas
celulares de LNH y MM

La evaluacidn de la actividad citotéxica de las construcciones Fab-PE24 acopladas a sortasa de anticuerpos anti-TIM3
divulgados seleccionados se analizé con el ensayo de viabilidad de células luminiscentes CellTiter-Glo de Promega
como se describe anteriormente en el ejemplo 28.

Los resultados se muestran en la tabla 29.

Tabla 29: Actividad citotoxica de construcciones Fab-PE24 de anticuerpos anti-TIM3 seleccionados en células de LNH
y MM.

células Pfeiffer células RPMI-8226

Anticuerpos y
referencias (todos los
anticuerpos anti-TIM3
conjugados con una
exotoxina A de
Pseudomonas Destruccién
desinmunizada) max. CI50 [nM] Destruccién max. CI50 [nM]
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Cicloheximida 100 [%)] 2711 100 [%)] 153
anti-PSMA 252 [%)] N.D. 21,5 [%] N.D.
TIM3 0022 99,9 [%] 1,58 99,6 [%] 2,14
TIM3 0016 99,6 [%] 0,77 99,2 [%] 0,61
TIM3 0021 98,4 [%] 2,15 99,1 [%] 3,61
TIM3 0033 99,8 [%] 530 99,7 [%] 573
TIM3 0038 99,6 [%] 0,47 98,3 [%] 0,32

Se demostré una alta potencia citotéxica con las construcciones Fab-PE24 de todos los anticuerpos anti-TIM3
divulgados seleccionados (intervalo de CI50 0,3-5 nM) en células de LNH (Pfeiffer) y MM (RPMI-8226) que expresan
un nivel moderado de TIM-3.

La actividad citotoxica mas alta se observé con las construcciones Fab-PE24 de los anticuerpos anti-TIM3 Tim3_0016
y Tim3_0038 divulgados.

Ejemplo 31

Comparacion de la actividad citotoxica de la construcciéon Fab-PE24 frente al conjugado IgG total-amatoxina
del mismo clon del anticuerpo anti-TIM-3 divulgado en células Pfeiffer

La evaluacion de la actividad citotoxica de la construccién Fab-PE24 conjugada del clon anti-TIM3 0016 divulgado
frente a la 1gG total del mismo clon conjugada con amatoxina (de acuerdo con los procedimientos descritos en el
documento W02012/041504 (conjugado a través del atomo de C6' del aminoacido 4 de amatoxina, en particular a
través de un atomo de oxigeno unido al atomo de C6' del aminoacido de amatoxina, y en el que el anticuerpo anti-
TIM3 esta conectado por un conector a través de un resto de urea)) se analizé con el ensayo de viabilidad de células
luminiscentes CellTiter-Glo de Promega como se describe anteriormente en el ejemplo 12. Los resultados se muestran
en la Tabla 30.

Tabla 30: Actividad citotoxica de la construccion Fab-PE24 frente al conjugado 1gG total-amatoxina del clon anti-TIM3
0016 en células de LNH

células Pfeiffer Destruccién max. CI50 [nM]
Cicloheximida 100 [%] 163
Isotipo hlgG1-amatoxina 28 [%] N.D.
TIM-3 0016-amatoxina 93,3 [%] 0,81
TIM-3 0016-PE24 99,8 [%] 0,25

La actividad citotéxica del clon anti-TIM-3 0016 conjugado con amanitina (C150 0,8 nM) es comparable a la actividad
citotoxica de la construccion Fab-PE24 del mismo clon (CI150 0,3 nM) en células de LNH (Pfeiffer) que expresan un
nivel moderado de TIM-3.

Ejemplo 32
Procesamiento de muestras de pacientes y tumores

Se recogieron lesiones tumorales sélidas recién extirpadas y derrames neoplasicos de 34 pacientes con carcinoma
de pulmoén no microcitico, 7 pacientes con cancer de ovario y 1 paciente con carcinoma de células renales (CCR). Las
lesiones tumorales sélidas se disociaron mecanicamente y se hidrolizaron usando accutasa (PAA), colagenasa IV
(Worthington), hialuronidasa (Sigma) y DNasa de tipo |V (Sigma) directamente después de la escision. Se prepararon
suspensiones unicelulares. La fraccién celular de los derrames neoplasicos se aislé mediante centrifugacion por
gradiente de densidad usando Histopaque-1119 (Sigma). Todas las muestras se almacenaron en nitrégeno liquido
hasta su uso posterior. El estudio fue aprobado por la Junta de Revisién Etica local (Ethikkommission
Nordwestschweiz).

Ejemplo 33
Caracterizacion de muestras tumorales

Todas las muestras tumorales se caracterizaron exhaustivamente mediante citometria de flujo multicolor. Se usaron
los siguientes anticuerpos para el analisis por citometria de flujo: a-CD4-PE, a-CD8-PE-Cy7, a-CD11b-PerCP-
eFluor710, a-CD45-PE-Cy7, a-CD45-PerCP-Cy5.5, a-CD137-FITC, a-BTLA-biotina, a-CTLA-4-PE, a-ICOS-FITC, o-
IFN-y-FITC, a-Lag-3-APC (todos de eBioscience), a-CD3-PECF594, a-CD25-BV605, a-CD69-FITC, a-Epcam-FITC,
a-granzima B-PE, a-caspasa activa 3-PE, a-PD-1-BV605, estreptavidina-BV711 (todos de BD Bioscience), a-CD45RA-
BV421, a-CCR7-AlexaFluor647, a-FoxP3-AlexaFluor647, a-Tim-3-BV421, a-Tim-3-BV605 (todos de Biolegend). Las
células muertas se tifieron con el kit de tincion de células muertas LIVE/DEAD® Fixable near-IR o el kit de tincién de
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células muertas LIVE/DEAD® Fixable Blue (Invitrogen). Para las tinciones intracelulares se usaron tampones de fijacion
y permeabilizacion de eBioscience. Se adquirieron muestras para el analisis por citometria de flujo en un BD LSR
Fortessa. Los kits ELISA de IL-2, IFN-y y TNF humanos se obtuvieron todos de BD Bioscience.

Los linfocitos T CD8* y CD4* (CD45* CD3*) se caracterizaron para determinar la expresion de los marcadores de
superficie PD-1, Tim-3, CTFA-4, Fag-3, BTFA, CD25, CD89, CD137, ICOS, CD45RA y CCRY7. Las células tumorales
(CD45- Epcam*) se caracterizaron para determinar la expresion de FolR1 comparando la uniéon de un anticuerpo
especifico de FolR1 con su control de isotipo correspondiente. Para el tratamiento con TCB anti-FolR1 solo se usaron
las muestras que dieron positivo para la expresién de FolR1 y para el tratamiento con catumaxomab se usaron las
muestras que expresaron EpCAM, respectivamente.

Ejemplo 34
Tratamiento ex vivo de muestras tumorales con TCB anti-FolR1

Los hidrolizados tumorales o derrames neoplasicos positivos para FolR1 se descongelaron, se lavarony se sembraron
en placas de cultivo celular de fondo plano de 96 pocillos (BD Falcon) con una densidad de 3x10° células/200 ul/pocillo
en medio completo (DMEM + piruvato de sodio (1 mM) + AA MEM no esenciales (1x) + L-glutamina (2 mM) +
penicilina/estreptomicina (100 ng/ml) + 2-mercaptoetanol (50 nM) + ciproxina (1 mg/ml) + suero humano al 10 %). Las
muestras se cultivaron en presencia o ausencia de TCB anti-FolR1 o TCB DP47 a una concentracién de 2 nM durante
24 h. La activacién de linfocitos T CD8* y CD4* (CD45* CD3*) tras el tratamiento con TCB anti-FolR1 se determiné
mediante citometria de flujo multicolor midiendo la expresidn de los marcadores de superficie celular CD25, CD69,
CD137, ICOS, PD-1y Tim-3. Ademas, se determiné la expresion de granzima B e IFN-y mediante tincidn intracelular.
La concentracién de IL-2 en los sobrenadantes del cultivo celular se midié mediante ELISA (kit ELISA de IL-2 humana,
BD OptEIA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 35
Tratamiento ex vivo de muestras tumorales con catumaxomab

La TCB trifuncional catumaxomab (Removab®) se obtuvo de Fresenius. Las condiciones experimentales fueron
similares a las indicadas anteriormente para TCB anti-FolR1. En resumen, se cultivaron hidrolizados tumorales o
derrames neopléasicos positivos para EpCAM en presencia 0 ausencia de catumaxomab a una concentracion de
10 ng/ml durante 24 h. El analisis de linfocitos T positivos CD8* y CD4* (CD45* CD3*) se realizé como se describe
anteriormente.

Ejemplo 36
Ensayo de destruccién

Para determinar la destruccion de células tumorales inducida por TCB anti-FolR1, se cocultivaron 3x104 células Skov3
marcadas con CFSE con las muestras tumorales en presencia 0 ausencia de TCB anti-FolR1 a una concentracion de
2 nM durante 24 h en placas de cultivo celular de fondo plano de 96 pocillos. La proporcion E:T (E: células efectoras
CD45* CD3*; T: células diana FolR1* del tumor y células Skov3 afiadidas) se ajusté a 1:1 en cada pocillo y se calculd
el numero de células de las muestras tumorales afiadidas para cada muestra de acuerdo con la caracterizacién previa
por citometria de flujo. La destruccidon celular de las células Skov3 se determiné por citometria de flujo midiendo la
caspasa 3 activada y el marcador vivo/muerto Live/Dead-near-IR. El ensayo se realizé por triplicado. La destruccion
mediada por TCB anti-FolR1 se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion: % de destruccién especifica = 100 - [(%
de células Skov3 vivas en la muestra tratada con TCB anti-FolR1 / % de células Skov3 vivas en la muestra sin tratar)
x 100].

Para comparar la capacidad de destruccion de linfocitos T inducida por TCB anti-FolR1 entre muestras tumorales y
para excluir factores adicionales que inhiben la funcionalidad de los linfocitos T, tales como la expresién de PD-L1 en
las células tumorales, se afiadieron exégenamente células Skov3 FolR1* marcadas con CFSE a los hidrolizados
tumorales y se ajusté la proporcién E:T a 1:1, esencialmente como se describe anteriormente. A continuacion, se midié
la destruccién inducida por TCB anti-FolR1 de las células Skov3 marcadas con CFSE, lo que permitié también incluir
las muestras tumorales FolR1- en el andlisis. Dado que algunos tumores de la cohorte inicial no se pudieron usar para
caracterizar la destruccion de células tumorales mediada por TCB debido a una cantidad muy baja de células efectoras,
se analizé una cohorte separada de 12 hidrolizados tumorales y 5 derrames neoplasicos de 15 pacientes con
carcinoma de pulmon no microcitico (CPNM) y dos pacientes con carcinoma ovarico epitelial (COE). Se caracterizaron
todas las muestras para determinar su contenido de células efectoras CD3* y células diana FolR1* (fig. 39). La
destruccion de células tumorales de linfocitos T CD3* de pacientes se comparé con la de linfocitos T derivados de
PBMC de donantes sanos. Se observé una heterogeneidad sustancial en la destruccién de células tumorales entre
pacientes individuales (26+11,8 %) después de 24 h (fig. 120). Cabe destacar que los linfocitos T CD3* de donantes
sanos indujeron una destruccién significativamente mejor que los TIF (42,819,7 %, p=0,013). La exposicidon a una TCB
de control sin unién a un antigeno tumoral (TCB DP47) no indujo ninguna destruccion de células tumorales.
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Ejemplo 37
Estimulacidn policlonal con anticuerpos anti-CD3/CD28

Se recubrio previamente una placa de fondo plano de 96 pocillos con 0,5 ug/ml de anti-CD3¢ (clon OKT3, Biolegend)
durante 2 h a 37 °C. Posteriormente, se elimino la solucion de anticuerpo y la placa se lavé ampliamente. Las
suspensiones tumorales congeladas se descongelaron, se lavaron y se cultivaron a 3x105 células/200 pl/pocillo en
medio completo con 2 pg/ml de anticuerpo anti-CD28 (clon 28.2, eBioscience) durante 24 h. Después de 24 h de
incubacién, las células se recogieron, se lavaron y se analizaron mediante citometria de flujo para determinar la
expresion de marcadores de activacion, por ejemplo, funciones efectoras de linfocitos Ty CD25, por ejemplo, granzima
B e IFN-y en linfocitos T CD8". Se recogieron los sobrenadantes para ELISA de IL-2, IFN-y y TNF-q, que se realizé de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 38
Restablecimiento de la funcién de los linfocitos T por bloqueo de PD-1

Los hidrolizados tumorales se estimularon mediante anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 agonistas como se describe
anteriormente en presencia o ausencia de 10 yg/ml de anticuerpo anti-PD-1 (MDX5C4) por pocillo y se incubaron
durante 24 h. Después de 24 h, las células se recogieron, se lavaron y se analizaron mediante citometria de flujo. Se
recogieron los sobrenadantes para ELISA de IL-2, IFN-y y TNF-q, que se realizd de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Ejemplo 39
Activacion de linfocitos T en hidrolizados tumorales y derrames neoplasicos por TCB anti-FolR1

Roche Glycart proporcioné los anticuerpos biespecificos de linfocitos T que se unen a CD3 y al receptor de folato 1
(TCB anti-FolR1 basada en Mov19 y el anticuerpo de control TCB DP47). El anticuerpo anti-PD-1 5C4 se describe en
la patente de EE. UU. n.° 8.008.449. Se usd el anticuerpo anti-TIM3 F38-2EL. Para la caracterizacion por citometria
de flujo de la expresion de FolR1, se usé el anticuerpo anti-FolR1-APC (aa25-233) de LifeSpanBiosciences y su control
de isotipo correspondiente (Biolegend). Se caracterizaron las lesiones tumorales de 15 pacientes con tumores FolR1*
para determinar la activacién de linfocitos T inducida por TCB anti-FolR1. Las muestras consistieron en 9 suspensiones
unicelulares y 6 derrames neoplasicos derivados de pacientes con CPNM (n=7), cancer de ovario (n=7) y cancer de
células renales (n=1). La cantidad de linfocitos T CD3* y de células tumorales FolR1* fue altamente variable entre
pacientes (CD3": media de 33,9 % * desviacién estandar de 16,6 %, FolR1*: 17,1 % + 16,8 %). La caracterizacién de
la expresion de los receptores inhibidores PD-1, Tim-3, CTLA-4, Lag- y BTLA en linfocitos T reveld una gran
heterogeneidad entre los pacientes (fig. 11A-B). Mientras que los linfocitos T CD8" infiltrantes de tumores mostraron
niveles elevados de PD-1, Tim-3y CTLA-4 (31,6 % = 25 %; 22,2 % + 20,8 % y 18,7 % + 14,4 %, respectivamente),
Lag-3 y BTLA solo se expresaron en una minoria de células en todos los pacientes de esta cohorte (3,5% +4,9% y
2,3 % = 1,7 %, respectivamente). Los receptores inhibidores en linfocitos T CD4* se distribuyeron de forma similar,
con una expresion ligeramente mayor de CTLA-4.

Para determinar la activacion de linfocitos T inducida por TCB anti-FolR1, se cultivaron muestras de tumor en presencia
0 ausencia de TCB anti-FolR1 o del control TCB DP-47. A continuacién, se caracterizaron los linfocitos T por citometria
de flujo multicolor para determinar la expresién de marcadores de activacién y funciones efectoras de los linfocitos T,
como se describe anteriormente. Las figuras 12A-O revelan una gran heterogeneidad en la activacion de linfocitos T
inducida por TCB anti-FolR1 entre pacientes. En particular, mientras que la gran mayoria de los pacientes ya
expresaban CD69 antes de iniciar el tratamiento, se observd una regulacion por incremento de CD25, CD137 e ICOS,
que variaba del 9 al 80 %, del 2,5 al 50 % y del 3,5 al 71 %, respectivamente. Se observé la adquisicién de funciones
efectoras tales como la secrecién de IFN-y, la desgranulacién de CD107 y la expresién de granzima B, en un intervalo
del 3,7 al 59 %, una tasa de cambio de 1-7 0 1,3-64 veces, respectivamente (fig. 12A-1). Los receptores inhibidores
PD-1y TIM3 se regularon por incremento adicionalmente como un marcador de activacién tras el tratamiento con TCB
anti-FolR1, independientemente de su valor de referencia de expresion. La exposicién a TCB DP-47 no indujo ninguna
activacion de linfocitos T. La regulacidn por incremento de CD25 e ICOS inducida por la estimulacion con TCB anti-
FolR1 fue significativamente mas fuerte en linfocitos T CD8* periféricos de donantes sanos que en linfocitos T CD8*
derivados de tumores (p=0,002 y p<0,001, respectivamente; fig. 12J, fig. 12L, fig. 12M). La secrecién de citocinas
efectoras IFN-y, IL-2 y TNF de linfocitos T tras la estimulacién con TCB anti-FolR1 disminuyd en gran medida entre
los TIL en la mayoria de los tumores en comparacion con las PBMC de donantes sanos (p=0,0047, p<0,001y p=0,0086,
respectivamente; fig. 12N). La secrecidn de perforina inducida por TCB anti-FolR1 fue altamente variable en los TIL y
se vio gravemente alterada en un subconjunto de pacientes (fig. 12N).

De forma similar, a pesar de una regulacion por incremento menor de la granzima B, las TCB anti-FolR1 indujeron la

activacion y adquisicién de funciones efectoras de los linfocitos T CD4* (fig. 25A-1). Para evaluar si la abundancia de
linfocitos T intratumorales o la expresion de FolR1 afecta a la activacion de los linfocitos T tras la exposicion a TCB,
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se correlaciond la regulacién por incremento de los marcadores de activacién con la proporcion E:T (E: linfocitos T
CD45* CD3* efectores; T: células FolR1*) y con el porcentaje y el nivel de expresion del antigeno tumoral de las células
FolR1* (fig. 13A-C). Este ultimo se determiné por medio de la intensidad de flucrescencia media de FolR1 en células
tumorales (CD45- EpCAM™*) usando citometria de flujo (fig. 13C). Sin embargo, ninguno de estos parametros influyd
en la activacién de los linfocitos T, es decir, incluso cantidades bajas de células FolR1*, proporciones E: T altas o
infiltracién deficiente de linfocitos T han sido suficientes para una regulacion por incremento eficaz de los marcadores
de activacion y funcionales. Ademas, la presencia de poblaciones de células potencialmente inmunosupresoras, tales
como los linfocitos T reguladores o las células mieloides inmaduras, no influyd en la activacion de los linfocitos T ni en
la funcién de los linfocitos T.

Ejemplo 40

Activacion de linfocitos T inducida por TCB anti-FolR1 inversamente correlacionada con la expresiéon de PD-1
y Tim-3

La alta expresion de receptores inhibidores se ha descrito como un rasgo caracteristico de linfocitos T agotados. Por
lo tanto, un estado disfuncional de los linfocitos T infiltrantes de tumores puede afectar a la eficacia de las TCB anti-
FolR1 y puede ser responsable, al menos en parte, de la activacién heterogénea de los linfocitos T tras la exposicion
a TCB. Para ello, se correlaciono la coexpresién de receptores inhibidores, determinada antes de iniciar el tratamiento,
con la regulacién por incremento inducida por TCB anti-FolR1 de los marcadores de activacion y las funciones
efectoras de los linfocitos T. De este modo, tanto la expresion de PD-1 como la de Tim-3 en linfocitos T CD8"* se
correlacionaron negativamente con la activacién de linfocitos T determinada por la expresion de CD25, CD137 e ICOS.
Los linfocitos T CD8* con una alta expresién de PD-1 o Tim-3 mostraron un efecto marginal sobre el tratamiento con
TCB anti-FolR1, mientras que los linfocitos T con una expresién baja de estos receptores inhibidores se podrian activar
fuertemente tras el tratamiento con TCB anti-FolR1 (fig. 14A-1). La medicién de la secrecidn de IL-2 inducida por TCB
anti-FolR1 normalizada al contenido de linfocitos T en las muestras reveld las mismas dependencias de la expresion
de PD-1y Tim-3 (fig.15A-C), mientras que la regulacién por incremento inducida por TCB anti-FolR1 de granzima B
era menos dependiente de la expresidn previa de estos receptores inhibidores (fig. 14J-L). De forma interesante, el
valor de referencia de expresion de CTLA-4, Lag-3 y BTLA en linfocitos T CD8* no se correlacioné con la activacion
de linfocitos T inducida por TCB anti-FolR1 (fig. 26A-C). La expresion de receptores inhibidores en linfocitos T CD4*
tenia mucha menos capacidad predictiva de la activacion de linfocitos T CD4* inducida por TCB anti-FolR1 en
comparacién con la expresion de los mismos receptores en linfocitos T CD8*.

Ejemplo 41

Destruccion de células tumorales inducida por TCB anti-FolR1 inversamente correlacionada con la expresion
de PD-1y Tim-3

Para investigar la destruccidn de células tumorales inducida por TCB anti-FolR1 a una proporcién E:T ajustada de 1:1,
se afiadieron exdgenamente células Skov3 marcadas con CFSE a los hidrolizados tumorales que contenian una
cantidad previamente determinada de linfocitos T CD3* usando citometria de flujo multicolor. La destruccion de células
Skov3 inducida por TCB anti-FolR1 se determiné midiendo la caspasa 3 activada y un marcador vivo/muerto. De
acuerdo con la activacién de linfocitos T inducida por TCB anti-FolR1 medida por la regulacién por incremento de
CD25, la destruccién especifica tras la exposiciéon a TCB anti-FolR1 se correlaciond negativamente con la expresién
Unica o coexpresion de PD-1y TIM3 en linfocitos T CD8*. Ademas, la destrucciéon inducida por TCB anti-FolR1 también
se vio influida por el valor de referencia de expresion de CTLA-4 y la coexpresion de PD-1y CTLA-4. Sin embargo, el
impacto de la expresién de CTLA-4 en la destruccion de células tumorales inducida por TCB anti-FolR1 fue menos
pronunciado en comparacion con la expresion de PD-1y Tim-3.

Ejemplo 42

Tratamiento de lesiones tumorales recientes con catumaxomab: activacion de linfocitos T infiltrantes de
tumores usando catumaxomab y correlacién con la expresién de receptores inhibidores

Para determinar en qué medida el catumaxomab induce la activacion de los linfocitos T y confirmar los hallazgos
descritos anteriormente usando una segunda molécula biespecifica de linfocitos T independiente, se expusieron 4
hidrolizados tumorales de pacientes con CPNM a catumaxomab, un anticuerpo biespecifico trifuncional que reconoce
CD3 en linfocitos Ty EpCAM en células tumorales. A continuacidn, se caracterizaron los linfocitos T por citometria de
flujo para determinar la expresién de marcadores de activacion y funciones efectoras de los linfocitos T (fig. 17A-D).
Tras la validacién de los datos anteriores para TCB anti-FolR1, se observé una sorprendente heterogeneidad en la
activacion de linfocitos T inducida por catumaxomab. En consecuencia, el valor de referencia de expresién de los
receptores inhibidores difirié entre los pacientes (fig. 17E-H).

El analisis de la activacion y la funcion efectora de linfocitos T tras el tratamiento con catumaxomab revelé dos grupos

de pacientes de acuerdo con la expresién de PD-1 y/o Tim-3 en linfocitos T CD8*, lo que confirma los hallazgos con
TCB anti-FolR1 (fig. 18A-R). Las células con expresién de PD-1%22 TIM3b32 ¢ incluso mas pronunciado, tanto PD-
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1ka2 como Tim-3%32 no pudieron ser activadas por catumaxomab, mientras que en los linfocitos T con expresion de
PD-12t T|M32ta y PD-12%/Tim-32% ge observo una regulacion por incremento sustancial de CD25, CD69, CD137,
ICOS, granzima B e IFN-y.

Ejemplo 43

Estimulacién policlonal de linfocitos T infiltrantes de tumores por CD3/CD28 - Fenotipado inmunitario de
subconjuntos de linfocitos T infiltrantes de tumores en muestras de carcinoma de pulmén no microcitico

Se investigd la expresion de receptores de linfocitos T coinhibidores y marcadores de diferenciacion en subconjuntos
de linfocitos T CD3* CD8* y CD3* CD4" infiltrantes de tumores de 34 pacientes con CPNM usando citometria de flujo
multicolor. La mayoria de los tumores mostraron una alta expresion del receptor inhibidor PD-1 (fig. 19A-B), un
importante regulador del agotamiento de linfocitos T. Cabe destacar que la expresion de otros inhibidores de puntos
de control tales como Tim-3, CTLA-4, LAG-3 o BTLA mostré una variacién sustancial entre los linfocitos T obtenidos
de diferentes tumores (fig. 19A-B).

Ejemplo 44
La expresién acumulada de receptores inhibidores define la disfuncién de los linfocitos T

En este ejemplo se usé la estimulacion policlonal en una dosis subdptima para evaluar el impacto de los receptores
inhibidores sobre la funcién de los linfocitos T. El efecto de la estimulacién con anticuerpos agonistas anti-CD3 y
anti-CD28 sobre la activacién de los linfocitos T, ejemplificado por la expresion de CD25, y sobre la funcién efectora
de los linfocitos T, analizada por la producciéon de IFN-y, TNF-a e IL-2, asi como la expresién de granzima B vario
sustancialmente entre los pacientes segun se determiné mediante citometria de flujo (figura 20A-B) y ELISA (figura
20C-E). Cabe destacar que se observaron diferentes niveles de funcién de linfocitos T, que variaban desde las
poblaciones de linfocitos T que presentaban una funcién de linfocitos T ampliamente preservada (es decir, expresion
mantenida de CD25 y granzima B, asi como produccién de IL-2, IFN-y y TNF-a) hasta aquellas con funcién de linfocitos
T anulada (pérdida de expresion de CD25 y granzima B y de produccién de citocinas).

Para analizar el impacto de multiples receptores inhibidores sobre la funcionalidad de los linfocitos T, se definié la
puntuacién de receptor inhibidor (iR) como un marcador de la expresién acumulada de receptores inhibidores en los
linfocitos T. Para ello, se analizé el porcentaje de expresion de PD-1, Tim-3, CTLA-4, Lag-3 y BTLA en todas las
muestras de CPNM y se definio y calculdé una puntuacion basada en la mediana y los intervalos intercuartilicos de
cada receptor expresado para cada muestra (por ejemplo, fig. 21F). Los linfocitos T CD8* infiltrantes de tumores que
presentan una puntuacién iR alta indicativa de la expresién de multiples receptores inhibidores mostraron un efecto
marginal sobre la estimulacion policlonal, que se correlaciona con su estado altamente disfuncional, mientras que los
linfocitos T con una puntuacién iR baja se podrian activar fuertemente tras la estimulacion policlonal (fig. 21A-E). La
regulacién por incremento de las funciones efectoras de los linfocitos T, indicada por la produccién de IL-2, IFN-y y
TNF-a, no solo se correlaciona con la expresién acumulada de receptores inhibidores, sino de manera similar con la
expresion de PD-1 y Tim-3, asi como con la coexpresién de ambos receptores (fig. 22A-l), lo que indica una
contribucién significativa de PD-1 y TIM3 a la disfuncion de los linfocitos T.

Ejemplo 45
Expresion de receptores inhibidores

La expresion Unica y acumulada de receptores inhibidores se incrementa con la progresién del tumor. La expresion
de receptores inhibidores se correlacioné con el estadio del tumor y la progresién del tumor. El nimero de células
positivas para PD-1, Tim-3 y LAG-3 se incrementé claramente en los estadios tumorales avanzados (fig. 21G-K). No
se observé una correlacion clara para la expresion de CTLA-4, lo que puede indicar que este receptor actla por medio
de un mecanismo inhibidor diferente. El BTLA se expreso6 en general a un nivel bajo y solo se encontrd un pequefio
incremento en los estadios tumorales avanzados (fig. 21K). Se observé un incremento significativo en la expresién
acumulada de receptores inhibidores, como se refleja en la puntuacién iR, en pacientes con canceres con afeccioén
ganglionar y estadios tumorales avanzados, mientras que el tamafio del tumor primario no se correlaciono
significativamente con la puntuacién iR (fig. 21L-M). Estos datos sugieren una regulacién por incremento gradual y
continua de los receptores inhibidores, durante la progresion del tumor, que muy probablemente estén implicados en
el agotamiento de linfocitos T en el CPNM.

Los receptores inhibidores se expresan gradualmente en los linfocitos T infiltrantes de tumores. Para explorar el papel
de la expresidon simultanea de distintos receptores inhibidores sobre linfocitos T individuales, se analizé la expresion
concomitante de estos receptores en linfocitos T CD8* (figs. 32, 33) en relacién con la expresiéon de cualquiera de los
cinco receptores analizados. La expresidn se muestra como matriz cromatica, mostrando el porcentaje de expresion
para los pacientes individuales (fig. 32) o como un trazado de radar, que muestra la expresion como media y desviacion
estandar de los cuatro receptores respectivos en linfocitos T CD8*, preseleccionados para el quinto punto de control
inmunitario indicado (fig. 33). Los linfocitos T CD8* PD-1* expresaron en promedio los porcentajes mas bajos de otros
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receptores inhibidores, mientras que los linfocitos T CD8* BTLA* expresaron los otros cuatro receptores inhibidores
en niveles altos, lo que indica que BTLA marca un subconjunto de linfocitos T en particular agotado (figs. 32, 33). Se
observé un incremento en el nimero de receptores inhibidores coexpresados desde los linfocitos T CD8* Tim-3*
pasando por los linfocitos T CD8* CTLA-4"* hasta los linfocitos T CD8* LAG-3* (figs. 32, 33). Estos hallazgos sugieren
una adquisicién gradual de receptores inhibidores con PD-1 como un marcador temprano ampliamente expresado,
mientras que la regulacion porincremento de BTLA se produce bastante tarde durante el agotamiento de los linfocitos
T.

Ejemplo 46
El bloqueo de PD-1 puede restablecer parcialmente la funcién de los linfocitos T

La recuperacién de la funcidon de los linfocitos T por anticuerpos bloqueantes anti-PD-1 depende del nivel de expresion
de PD-1. Dado que se encontrd una clara correlacién entre la expresidon de receptores inhibidores, en particular PD-1
y Tim-3, y la activacién de los linfocitos T tras la estimulacion policlonal, el bloqueo de las vias de PD-1 o PD-1/Tim-3
podria restablecer la funcion de los linfocitos T. Sin embargo, la adicion de un anticuerpo bloqueante de PD-1 (5C4) o
el bloqueo combinado de PD-1y Tim-3 tras la estimulacién con anticuerpos agonistas anti-CD3 y anti-CD28 podrian
restablecer la funcion efectora de los linfocitos T, tal como la produccién y secrecion de IL-2, IFN-y y TNF-a solo en
algunos pacientes, mientras que en otros pacientes solo se observd un efecto marginal (fig. 23A-D). Como se observo
en un modelo murino de infeccién cronica por LCMV (Blackburn et al., PNAS 105(39). 15016 (2008)), se identificaron
subconjuntos con expresién de PD-12% y PD-1" en linfocitos T CD8" infiltrantes de tumores de pacientes con CPNM.
En resumen, se podrian identificar los subconjuntos con expresién de PD-12% PD-1nt y PD-1"e9 en funcién de su
intensidad de fluorescencia medida. Se analizaron células de 33 pacientes para determinar la expresion de PD-1 para
definir parametros uniformes para el discernimiento reproducible de los tres subconjuntos. El anélisis cubrié todo el
espectro de niveles de expresion de PD-1 e incluyé muestras tumorales con poblaciones PD-1m¢9 o PD-122 claramente
diferenciadas. Esto permitié establecer los limites de este analisis, que a continuacién se aplicé a todas las muestras.

Solo los subconjuntos de linfocitos T que expresan PD-1"" parecian recuperar la activacién tras el bloqueo de PD-1 0
PD-1/Tim-3 combinado, mientras que no se observd ningun efecto en la activacidén de los linfocitos T tras el bloqueo
en las células con PD-12" (fig. 24). Este Ultimo subconjunto puede presentar un fenotipo mas agotado que parece ser
resistente al bloqueo de PD-1 solo.

Este hallazgo fue confirmado en linfocitos T activados por TCB anti-FolR1. Los linfocitos T se estimularon con FolR1
como se describe anteriormente. El bloqueo de PD-1 fortalecidé ain mas la activacion de linfocitos T inducida por TCB
anti-FolR1 de los linfocitos T de un subconjunto de pacientes.

La medicion de la secrecidn de IFN-y, TNF e IL-2 inducida por TCB anti-FolR1 normalizada al contenido de linfocitos
T en las muestras revelé que, en las poblaciones de células de pacientes con una cantidad sustancial de células con
expresion de PD-12 (aproximadamente > 15 %), no se pudieron secretar estas citocinas. Por el contrario, la secrecién
de citocinas se podria inducir en la mayoria de las poblaciones de células de pacientes con una menor cantidad de
células con expresion de PD-122 (aproximadamente < 15 %) (figura 27A-C). En el Ultimo grupo, la adicion de un
anticuerpo bloqueante de PD-1 o el bloqueo combinado de PD-1 y Tim-3 tras la estimulacion con TCB anti-FolR1
incremento la produccion de IL-2, IFN-y y TNF-a (figura 28A- F). Por lo tanto, el subconjunto con expresion de PD-13t=
puede presentar un fenotipo mas agotado que parece ser resistente al bloqueo de PD-1 solo.

Por tanto, las funciones efectoras de los linfocitos T, tal como la produccion de IL-2, IFN-y y TNF-a, se podrian
recuperar en los TIL de algunos pacientes con CPNM, mientras que en otros pacientes solo se podria lograr una
recuperacion marginal de las funciones de los linfocitos T. El incremento de la produccién de citocinas tras la
exposicion ala estimulacion anti-CD3/CD28 en combinacion con el anticuerpo bloqueante de PD-1 se comparé con el
porcentaje de linfocitos T CD8* PD-123%2 de |a poblacion positiva para PD-1 por paciente. El incremento de la expresion
de citocinas tras el bloqueo de PD-1 se correlacioné inversamente con el porcentaje de linfocitos T PD-122 |o que
indica que los pacientes que expresan un mayor nimero de linfocitos T PD-12 responden mal al bloqueo de PD-1
solo (fig. 24A-C). Dado que la disfuncidn de los linfocitos T se correlaciona con la expresiéon de multiples receptores
inhibidores (es decir, pacientes con una puntuacién iR alta) y la respuesta a un tratamiento dirigido a PD-1 se
correlaciona con los niveles de expresion de PD-1 en los linfocitos T CD8*, se analizé adicionalmente la expresion de
Tim-3, CTLA-4, LAG-3 y BTLA en linfocitos T CD8* PD-13" y PD-1"._ Sorprendentemente, los linfocitos T PD-12f2
expresaron niveles significativamente mayores de receptores adicionales en comparacién con los subconjuntos con
PD-1int (fig. 34). Por tanto, PD-12% y PD-1"t pueden identificar dos poblaciones de linfocitos T distintas en las que los
linfocitos T PD-12"% pueden presentar un fenotipo mas agotado, que no se puede recuperar mediante el bloqueo de
PD-1 solo.

Los datos presentados en el presente documento proporcionan por primera vez un analisis fenotipico y funcional
exhaustivo de linfocitos T CD8" infiltrantes de tumores de pacientes con CPNM. Los datos muestran que estas células
poseen principalmente un fenotipo de memoria efectora (CCR7-CD45RAbaja) y muestran una gran heterogeneidad
en la expresion de receptores inhibidores tales como PD-1, Tim-3, CTLA-4, LAG-3 y BTLA. No obstante, se observo
un claro incremento del numero de receptores expresados en linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) de tumores en
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fase tardia, 1o que refleja el progreso de la disfuncion de los linfocitos T durante el desarrollo del tumor. Los datos
presentados en el presente documento muestran que las funciones efectoras de los TIL se vieron afectadas en la gran
mayoria de los pacientes, y que el deterioro se correlaciono con la expresién de receptores inhibidores. Para recuperar
la funcion de los linfocitos T en un entorno clinicamente relevante, se combinaron la estimulacion policlonal de los
linfocitos T con la inhibicién de PD-1 mediada por anticuerpos. El efecto del bloqueo de PD-1 sobre la funcionalidad
de los linfocitos T varié entre los TIL de diferentes pacientes, pero se podria predecir evaluando el porcentaje de
linfocitos T CD8* que expresan PD-1 en niveles altos.

Aqui, se pudo demostrar que la funcionalidad de los TIL se puede correlacionar con y se ve afectada en gran medida
por el niumero y el nivel de expresion de los receptores inhibidores. Cabe destacar que, incluso los linfocitos T que
expresan niveles bajos de receptores inhibidores, mostraron cierto grado de alteracidén de la funcionalidad, ya que la
secrecién de IL-2 estaba alterada en la gran mayoria de los pacientes.

En general, la activacién y la funcion efectora de los linfocitos T CD8* se correlacionaron inversamente con la expresion
acumulada de receptores inhibidores, o que indica una contribucién directa de diferentes vias inhibidoras a la
disfuncién de los linfocitos T en el CPNM.

El andlisis de cinco receptores inhibidores en linfocitos T CD8* infiltrantes de tumores mostrd un claro incremento de
la expresion Unica y acumulada de estos receptores inhibidores en tejidos tumorales de pacientes con CPNM que
presentaban ganglios linfaticos afectados por tumores y estadios tumorales avanzados. La expresion de CTLA-4
diferia de los otros cuatro receptores con el mayor porcentaje de células positivas en las fases iniciales, lo que puede
indicar un papel distinto de CTLA-4 en la regulacion de la inmunidad de los linfocitos T (Topalian et al., Safety, activity,
and immune correlates of anti-PD-1 antibody in cancer. N. Engl. J. Med. 366, 2443 (Jun 28, 2012)). El analisis de
coexpresion de receptores inhibidores adicionales en células individuales, en relacion con la expresidn de un receptor
dado, mostré una expresion gradual, con regulacién por incremento temprana y tardia de PD-1 y BTLA,
respectivamente. Esto puede reflejar el dinamismo del proceso de agotamiento de los linfocitos T.

Los hallazgos presentados en el presente documento subrayan la relevancia clinica de la expresion de receptores
inhibidores durante la progresion tumoral de CPNM, asociada con el fallo progresivo del control inmunitario del
crecimiento tumoral. Aqui se documentan dos poblaciones de linfocitos T infiltrantes de tumores CD8" caracterizadas
por tener diferentes niveles de expresién de PD-1 (subconjuntos PD-12% y PD-1""). La aparicién de linfocitos T PD-
13 no se correlaciond con el porcentaje de expresion de PD-1. De forma interesante, se observo que el efecto del
bloqueo de PD-1 esta correlacionado con los niveles de expresién de PD-1, con efectos minimos sobre la reactividad
de los TIL con altas proporciones de subpoblaciones PD-1alta. Estos hallazgos estan en consonancia con
experimentos realizados en un modelo murino de infeccién cronica por LCMV en el que el subconjunto de linfocitos T
CD8* especificos para DbGP33 PD-1" se podria restablecer tras el bloqueo de PD-1. Por el contrario, el subconjunto
de PD-12" parecia mas "agotado", es decir, presentaba signos de agotamiento funcional y respondia mal al bloqueo
de PD-1. Por tanto, el nivel de expresion de PD-1 puede representar un marcador novedoso para definir distintos
subconjuntos de linfocitos T en canceres humanos y puede servir como marcador predictivo de respuestas al
tratamiento con anticuerpos bloqueantes de PD-1.

Ejemplo 47
Activacion de linfocitos T de donantes sanos y de pacientes con cancer por TCB anti-FolR1

Para evaluar el efecto de las TCB anti-FolR1 sobre la activacién de linfocitos T, se cultivaron conjuntamente leucocitos
monomorfonucleares en la sangre periférica (PBMC) de donantes sanos con la linea celular de cancer de ovario
FolR1* Skov3 (fig. 40A). Tras la exposicién a concentraciones crecientes de TCB anti-FolR1 que variaban desde
0,6 pM hasta 2 nM durante 24 h, se observé una fuerte activacién de los linfocitos T CD8* con regulacién por
incremento de CD25, CD137 e ICOS. Ademas, los linfocitos T secretaron IL-2, IFN-y y TNF. La exposicion a TCB
DP47, una TCB dirigida contra un antigeno irrelevante, no indujo ninguna activacion de linfocitos T (fig. 40By C).

Ejemplo 48
La expresion de receptores inhibidores es muy diversa en los linfocitos T CD8* infiltrantes de tumores

Dado que los linfocitos T residentes en tumores muestran con frecuencia un fenotipo altamente disfuncional, la
heterogeneidad observada en la activacién de linfocitos T entre diferentes pacientes después de la estimulacion con
TCB anti-FolR1 se puede deber a una funcionalidad alterada de los TIL. Un rasgo caracteristico de los linfocitos T
disfuncionales tanto en infecciones viricas crénicas como en tumores es la sobreexpresion de receptores inhibidores.
Para ello, se determiné la expresion de los puntos de control inmunitarios PD-1, Tim-3, CTLA-4, Lag-3 y BTLA en
linfocitos T CD8* infiltrantes de tumores en todas las muestras de tumores. Se observé una alta diversidad en cuanto
a la frecuencia y la expresion combinada de estos receptores entre diferentes tumores; se observé que PD-1 era el
receptor inhibidor mas destacado con el mayor porcentaje de expresion (60,2 +30 %), seguido de Tim-3 (29,5
+24,4 %), CTLA-4 (24,6 £17,6 %), Lag-3 (7,0 £5,9 %) y BTLA (3,9 £2,6 %) (fig. 35F). Como se describe previamente
en un modelo murino de infeccién virica crénica (Blackburn et al., Proc Natl Acad Sci USA 2008; 105(39): 15016-21)
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y, como se muestra en el presente documento, en tumores humanos, la poblacion PD-1* se podria dividir en una
subpoblacion con expresién de PD-1at y PD-1int (fig. 35A). El analisis de receptores inhibidores adicionales
expresados en estos subconjuntos particulares mostrd una expresién significativamente mayor de todos los demas
receptores inhibidores, incluyendo Tim-3, CTLA-4, Lag-3 y BTLA, en la subpoblacion PD-12" en comparacion con la
expresion de estos receptores en los subconjuntos PD-1""ty PD-1"e9 (fig. 36A-D). Por lo tanto, se usd el porcentaje de
linfocitos T PD-12% del subconjunto CD8* como marcador sustituto para la expresion acumulada de receptores
inhibidores. Las muestras tumorales se dividieron de acuerdo con la frecuencia de linfocitos con PD-122 en dos grupos
con frecuencias elevadas (tumores con PD-12% abundante) y bajas (tumores con PD-123 escasa) de linfocitos T con
expresion de PD-12%2 respectivamente. Se eligié un valor de corte del 30 % de expresion de PD-12% para separar los
dos grupos. El porcentaje de células PD-12%2 vari6 del 39,1 al 60,5 % en el grupo con PD-12%= abundante (49,5 +7,9 %)
y del 2,65 al 19,5 % en el grupo con PD-132 escasa (8,4 £5,7 %; fig. 36E). El valor de corte se valido en una segunda
cohorte de 14 pacientes con CPNM y 2 pacientes con cancer de ovario con una distribucion similar en la frecuencia
de células PD-12"2 donde se observaron resultados comparables tras la estimulacion policlonal por anticuerpos anti-
CD3/anti-CD28 (fig. 39).

Ejemplo 49

La activacién de linfocitos T inducida por TCB anti-FolR1 depende en gran medida del nivel de expresién de
PD-1 en los linfocitos T CD8*

Se analizé si la expresién de receptores inhibidores se podria correlacionar con una funcionalidad disminuida de los
linfocitos T tras el tratamiento con TCB anti-FolR1. De acuerdo con los resultados descritos en el ejemplo 41 anterior,
la activacion de linfocitos T inducida por TCB anti-FolR1, como se ejemplifica por la expresién de CD25, CD137 e
ICOS (p=0,028; p<0,001 y p=0,008, respectivamente), y las funciones efectoras de los linfocitos T, indicadas por la
secrecién de IFN-y, IL-2, TNF, asi como de perforina, se vieron significativamente afectadas en los tumores con
expresion de PD-12%2 abundante en comparacion con los tumores con expresién de PD-12 escasa (p=0,019; p=0,007;
p=0,028 y p=0,029, respectivamente; fig. 37A-G). De forma similar, los tumores con expresién de PD-12% abundante
mostraron una citotoxicidad significativamente reducida tras la estimulacién por TCB anti-FolR1, mientras que se pudo
observar una fuerte destruccion de células tumorales en la mayoria de los tumores con expresion de PD-131 escasa
(p=0,021; fig. 37H).

Ejemplo 50

El bloqueo de PD-1 restablece la funcién de los linfocitos T inducida por TCB anti-FolR1 solo en los tumores
con expresion de PD-12" escasa

Dado que el nivel de expresion de PD-1 en TIL se correlaciona con la eficacia de la TCB anti-FolR1, se analizé si el
bloqueo del eje de PD-1/PD-L1 en combinacion con el tratamiento con TCB anti-FolR1 podria restablecer la funcion
de los linfocitos T. Se observd que, tras el tratamiento combinado con TCB anti-FolR1 y el anticuerpo bloqueante de
PD-1 nivolumab (MDX5C4), la secrecién de las citocinas efectoras IFN-y, TNF e IL-2, asi como de perforina, se podia
incrementar solo en algunos de los tumores con expresién de PD-12% escasa. Por el contrario, en tumores con
expresion de PD-12" abundante, el bloqueo de PD-1 no provocé ninguna respuesta (fig. 38A-D). Cabe destacar que
la destruccion de células tumorales citotéxicas no se pudo mejorar en linfocitos T de tumores con expresion de PD-13t=
escasa ni de tumores con expresion de PD-12" abundante mediante el bloqueo adicional de PD-1 (fig. 38E).

Los ejemplos expuestos en el presente documento describen la capacidad inmunomoduladora de una TCB especifica
para CD3 y FolR1 en lesiones de cancer primario de pacientes con carcinoma de pulmdn no microcitico (CPNM),
carcinoma ovarico epitelial (COE) y carcinoma de células renales (CCR). En comparacién con los linfocitos T
periféricos completamente funcionales de donantes sanos, se observé una heterogeneidad sustancial en la
destruccion de células tumorales y la activacion de linfocitos T inducidas por TCB anti-FolR1 entre diferentes muestras
de tumores humanos, lo que da como resultado un deterioro parcial o completo de la funcion de los linfocitos T en la
mayoria de los pacientes. El analisis exhaustivo de la expresion de receptores inhibidores en la superficie celular de
los linfocitos T intratumorales reveld que la eficacia de la activacion de los linfocitos T por TCB anti-FolR1 se
correlaciona inversamente con los niveles de expresion de PD-1. Los pacientes con tumores con expresion de PD-
123% gabundante mostraron un deterioro de la activacion y la funcion efectora de linfocitos T tras el tratamiento con TCB
anti-FolR1. Adicionalmente, estos pacientes no respondieron al bloqueo de PD-1, en contraste con sus homdlogos
gue presentan expresion de PD-12f2 escasa. Por tanto, la bioactividad de los anticuerpos biespecificos se ve
considerablemente obstaculizada por la disfuncion de los linfocitos T, que esta orquestada, al menos en parte, por la
expresion mantenida y altamente diversa de los receptores inhibidores.

Se observd una fuerte regulacion por incremento de los marcadores de activacion de linfocitos T, la secrecion de
citocinas efectoras y la destruccion de células tumorales tras la estimulacidén por TCB anti-FolR1 en PBMC de donantes
sanos (fig. 40). Sin embargo, en marcado contraste, las funciones efectoras de los linfocitos T variaron en gran medida
y, en general, disminuyeron enlos linfocitos T intratumorales. En particular, la capacidad de destrucciony la produccion
de citocinas efectoras fue significativamente menor en los TIL con pérdida completa de la produccion de IL-2 y
secrecién gravemente alterada de TNF e IFN-y en la mayoria de los tumores.
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Se documenté la expresion de los receptores inhibidores PD-1, Tim-3, CTLA-4, Lag-3 y BTLA en linfocitos T CD8*
intratumorales. PD-1 mostréo la expresion mas amplia de todos los receptores inhibidores analizados. Las
observaciones de infecciones murinas cronicas por LCMV de Blackburn sugieren la presencia de subconjuntos de
linfocitos T positivos para PD-1 que son funcionalmente distintos y que se pueden separar en funcion de los niveles
de MFI usando citometria de flujo (Blackburn et al.,, PNAS 105(39): 15016 (2008)). Cabe destacar que los subconjuntos
de linfocitos T PD-123 mostraron una alta coexpresion de Tim-3 y CTLA-4 y, en menor medida, de Lag-3 y BTLA,
mientras que sus homologos con PD-1"t expresaron solo niveles bajos de otros receptores inhibidores, comparables
a los linfocitos T PD-1"¢9. La frecuencia de los linfocitos T CD8* PD-12" difirid en gran medida entre los pacientes y
permitio discriminar entre tumores con expresién de PD-12"% abundante y escasa. A diferencia de los pacientes con
un fenotipo con expresion de PD-122 escasa, la activacion de linfocitos T mediada por TCB anti-FolR1 y la destruccién
de células tumorales se vieron significativamente alteradas en tumores que mostraban un fenotipo con expresion de
PD-13%® abundante. Estos datos amplian y confirman observaciones previas de que la activacion y la funcion efectora
de los linfocitos T CD8* se correlaciona con la coexpresion de multiples puntos de control inmunitarios (Sakuishi et a/.,
J Exp Med 2010;207(10):2187-94; Fourcade et al., J Exp Med 2010;207(10):2175-86; Grosso et al., J Immunol 2009;
182(11).6659-69; Matsuzaki et al., Proc Natl Acad Sci USA 2010;107(17):7875-80; Fourcade et al., Cancer Res
2012:72(4):887-96). Por lo tanto, la frecuencia de los linfocitos T PD-12%2 puede ser Util como marcador sustituto de la
funcionalidad de los TIL tras la activaciéon por TCB, asi como servir como marcador predictivo de las respuestas
terapéuticas al tratamiento con TCB. Este perfil inmunitario podria guiar la seleccidn de pacientes que es probable que
respondan a la inmunoterapia, tal como las TCB. Su correlacion con los beneficios clinicos queda por determinar en
intervenciones clinicas prospectivas.

Una via prometedora para mejorar la eficacia terapéutica de las TCB se basa en el bloqueo de sefiales inhibidoras en
los linfocitos T. Dado que PD-1 era el receptor inhibidor expresado de manera mas destacada en todos los tumores
analizados, se evalud si el bloqueo de PD-1 podria potenciar las funciones efectoras de los linfocitos T tras la activacion
por TCB. Cabe destacar que se observé el incremento de la secrecion de citocinas efectoras tras el tratamiento
combinado con TCB anti-FolR1 y anti-PD-1, aunque solo en tumores con expresion de PD-12% escasa. Por tanto, es
evidente que se necesitan estrategias terapéuticas novedosas que exploren la transformacién de linfocitos T con
expresion de PD-12% en PD-1"t para incrementar la susceptibilidad al bloqueo de PD-1/PD-L1.

De manera extraordinaria, no se observo ninguna mejora en la destruccién de células tumorales tras el bloqueo
concomitante de PD-1 en todas las muestras de tumor. Por tanto, el bloqueo de un Unico punto de control inmunitario
puede no ser suficiente para restablecer la capacidad citolitica de los TIL. Sin embargo, en un modelo de tumor de
ratén, se ha demostrado que el bloqueo del eje de PD-1/PD-L1 incrementa la infiltracidén de linfocitos T en los tumores
(Curran et al., Proc Natl Acad Sci USA 2010; 107(9):4275-80), una caracteristica de este tratamiento que el enfoque
in vitro no pudo abordar. Por tanto, el efecto terapéutico del bloqueo de PD-1 in vivo podria resultar no solo de la
mejora de la citotoxicidad de los linfocitos T intratumorales residuales, sino de la funcionalidad mantenida de los
linfocitos T recién infiltrados. Se ha demostrado que la activacion de linfocitos T inducida por TCB regula por
incremento la expresiéon de PD-1, lo que puede dar lugar a una resistencia secundaria en presencia de PD-L1
expresado tanto en células tumorales como en células inmunitarias infiltrantes, como ha quedado demostrado
recientemente con una TCB especifica de Her2 y con una TCB especifica del antigeno carcinoembrionario (CEA)
(Junttila et al., Cancer Res 2014; 74(19).5561-71; Osada et al., Cancer Immunol Immunother 2015). Es importante
destacar que el bloqueo del eje de PD-1/PD-L1 podria restablecer completamente la funcidn de los linfocitos T inducida
por TCB tanto in vitro como en un modelo de tumor de raton. Estas observaciones indican que la coadministracion de
inhibidores de puntos de control puede prevenir la resistencia secundaria, lo que puede aumentar el estado
disfuncional de los TIL y limitar la eficacia terapéutica de las TCB. Resulta evidente que se necesita investigar mas
para determinar los regimenes de combinacidén éptimos de inhibidores de puntos de control y TCB. También sera
fundamental identificar receptores de linfocitos T inhibidores y activadores con funciones no redundantes como dianas
terapéuticas potenciales.

Los presentes hallazgos indican claramente que anticuerpos biespecificos tales como las TCB anti-FolR1 pueden
hacer que los linfocitos T provoquen la regulacién por incremento de moléculas coestimuladoras, produzcan citocinas
inflamatorias y adquieran funcién citolitica. Se han observado diferentes estados de disfuncion de los linfocitos T, que
estan orquestados, al menos en parte, por la expresion de receptores inhibidores y, en algunos casos, reducen la
eficacia de las TCB. Dado que las funciones efectoras inducidas por TCB anti-FolR1 solo se podrian restablecer
parcialmente mediante el bloqueo de PD-1, los resultados sugieren una regulacion inmunitaria bastante compleja, que
utiliza multiples vias y definitivamente no redundantes para mantener la disfuncién de los linfocitos T dentro del entorno
del tumor.

Secuencias
Secuencias de aminoacidos de modos de realizacién ejemplares

1) Moléculas de unién a FolR utiles en formato de la cadena ligera comun, cadena pesada variable
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6n [Secuenc

ipci

[Descr

16A3

18D3

15H7

15B6

21D1

16F12

15A1

15A1_CDRA1

15A1_CDR2

15A1_CDR3

19E5

19E5_CDRA1

19E5_CDR2

19E5_CDR3

19A4

19A4_CDRA1
19A4_CDR2

19A4_CDR3

16D5

16D5_CDR1
16D5_CDR2

16D5_CDR3

15E12

15E12_CDR1
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15E12_CDR2[RI K SKTLGGET TDYAAPVKG 17
15E12_CDR3|FWEWSY 8 DY 20
21A5 DRESLR 21
21A5_CDR1 [NAamMS 16
21A5_CDR2 [RIKSKTDGGYTDYAAPVEG 17
21A5_COR3 |PWEWAWEDY 22
21G8 23
21G8_CDR1 16
21G8_CDR2 17
21G8_CDR3 24
19H3 25
19H3_CDR1 [5¥ 7o 8
19H3_CDR2 [f YNPSGERTSY AL 9
19H3_CDR3 26
20G6 27
20G6_CDR1

20G6_CDR2 [fINPSGLRITITAQKEQG

20G6_CDR3 28
20H7 29
20H7_CDR1 8
20H7_CDR2 [1INPSGGRTSYAQKEQG 9
20H7_CDR3 |[VGWYRWEYMDY 30
2) Molécula de unién a CD3, cadena ligera comun (CLC)

Descripcion Secuencia SEQ ID NO
cadena ligera : SRTGRWTTS GENE 31
comun (VL) para

CD3

cadena ligera G= TTSNYAN 32
comun_CDR1

para CD3

cadena ligera STNKRAD 33
comun_CDR2

para CD3

cadena ligera SNLW 34
comun_CDR3

para CD3
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cadena linera 35
comun (VLCL)
para CD3
3) Molécula de unidn a CD3, cadena pesada
Descripcion Secuencia SEQ ID NO
cadena pesada {[PGHG (36
variable (VH)
para CD3
cadena pesada [TV {NMN 37
(VH)_CDR1 para
CD3
cadena pesada |[RIRKSEKYNNYATYYADSVEG 38
(VH)_CDR2 para
CD3
cadena pesada |[{GNFGNS Y VEWEAY 39
(VH)_CDRS3 para
CD3
cadena pesada 40
completa
(VHCH1) para
CD3
cadena pesada 84
constante CH1
para CD3
4) Moléculas de unién a FolR utiles para el formato crossfab
Descripcion SEQ ID NO
11F8_VH 41
§
'.i‘l‘i“‘”
11F8_VH_CDR1 |SY AT S 42
11F8_VH_CDR2 |51 T P I FGTAN Y AQKFY 43
11F8_VH_CDR3 44
11F8_VL 45
11F8_VL_CDR1 46
11F8_VL_CDR2 47
11F8_VL_CDR3 48
36F2_VH CHASSYT “"‘ VEQAPIONLE 49
TR N
36F2_VH_CDR1 8
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36F2_VH_CDR2

36F2_VH_CDR3 | &

36F2_VL

36F2_VL_CDR1

36F2_VL_CDR?2

36F2_VL_CDR3

9D11_VH

9D11_VH_CDR1

9D11_VH_CDR2

9D11_VH_CDR3

9D11_VL

9D11_VL_CDR1 :\‘Q_L,:gc;:s_.LH\,sl\Ifi}\_ﬁJ;LL 59

9D11_VL_CDR2 |[LOSKHEAS 60

9D11_VL_CDR3 [MOASIMNET 61

9D11_VL N95S 62
EVRIX

9D11_VL 63

N95S_CDR3

9D11_VL N95Q 64

9D11_VL SET 65

N95Q_CDR3

9D11_VLT97A oy LN PO T TONG 66

9D11_VL T97A 67

9D11_VL T97N 68

9DT1 VL MOAS TMHRN 69

T97N_CDR3

5D9_VH 70

5D9_VH_CDRI1 8

5D9_VH_CDR2 9

5D9_VH_CDR3 71
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5D9_VL 72
5D9_VL_CDR1 \‘?ASMQ\;‘SS SYLE 52
5D9_VL_CDR2 53
5D9_VL_CDR3 73
6B6_VH 74
6B6_VH_CDR1 |3YYME 8
6B6_VH_CDR2 [IINFSGGITSYAQKEOG

6B6_VH_CDR3 Sl FOMEDY 75
6B6_VL 76
6B6_VL_CDR1 [RASQEVIESYLA 52
6B6_VL_CDR2 |LASSRAT 53
6B6_VL_CDR3 |UQDIWSET 77
14E4_VH 78
14E4_VH_CDRA1 S“I'E&I\'E‘S 79
14E4_VH_CDR2 80
14E4_VH_CDR3 81
14E4_VL 82
14E4_VL_CDR1 52
14E4_VL_CDR2 53
14E4_VL_CDR3 83
5) Molécula de union a CD3 util para el formato crossfab

Descripcion Secuencia SEQ ID NO
cadena pesada EN 3 o 3 36
(VH) para CD3

cadena pesada 37
(VH)_CDRA1 para

CD3

cadena pesada |R IR NYATYYADSVEDS 38
(VH)_CDR2 para

CD3

cadena pesada |HGNFCNSYVSWEFAY 39
(VH)_CDR3 para

CD3

cadena ligera 31
(VL) para CD3

cadena 32
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SEQ ID NO

33
34
86
87

5
88

8

ES 2984937 T3

oy
NN

%
&

-FolR en formato crossmab invertido

ficos anti-CD3

X

W
o

N L
LN

Z

&1
3
.
o

TE D
RSN

R
3

®
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6) Secuencias de aminoacidos ejemplares de anticuerpos biespec

Y. o 5
“L . ©
e 7
1 ek i 3 |5,%
fest 7 o oz Z
in ‘ o0 |“F
— > Q
8 835 5
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9D11_Fc(ojal)_P
GLALA_HVRF

Ty 3
TN

PRI N
RRRV IRV R

by

o oy e
Ay ey

T A

SN

N
&

TR TR
JFEmy T/
STV

BT R O
RS

IR SR

}\ BTN \\}\
b 3 \
F 3R ARG RTONEN

95

9D11_LC
pCON1063

LR SR S O PN
Rt AR

B \

LAY

W

et & R x

96

VLCH1[CD3]
pETR12940

LTI RN DR 8
LDREKVERKR FNRN

86

CH1

IO @ AT oo
Ry

428

VHCH1[36F2]_V
HCL[CD3]_Fc(bo
ton)_PGLALA
pCON1056

RN

PSR TR

R
R

LA

¥

R

N e
3 X

JK3 R
AFNT RE> &

393

36F2-Fc(ojal)
PGLALA
pCON1050

S MW S ANy ‘\{ TR LN
LS ESE Ay N

RYTRESLS

394
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LC de
pCON1062

36F2

ES 2984937 T3

VLCH1 para CD3
pETR12940

e N BN W Iy
Ha W ; ST

395

STy

86

VHCH1[16D5]_V|¥

RS
¢ DLESNT L .f‘\n.
vy

7) Secuencias de aminoacidos ejemplares de anticuerpos biespecificos anti-CD3-FoIR con cadena ligera comun

HCH1[CD3]_Fc(
botén) pCON999

oy }\

VHCH1[16D5]_F
c(ojal) pPCON983

‘Q“ e § AR
T . N

AR

SR YRS
\: ‘\\"\\\

Ao S

P
WS
L AR

D

IR
VHIFTE

>y
RSN

ERN \\Z\

LA
N ASNR

89

CD3_cadena
ligera comun

~ \h“\ .\u \x\,- R
My

o

S

AR SN P K
WNIRTIRE K
X B A

S PSR
A DANLAES D

SILT_ T
ATERSEAD R;uwo

IR RECEY
NEOEEAS
LRSS N

HESP PR E Y
I N
by

oy \, i

90

pETR13197

35
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VHCH1[CD3]_V
HCH1[16D5]_Fc(
botén)_PGLALA
pETR13932

TR DA S
PERXEL

ALY

WA

rE e
AHEDE

ATV Y Y
A YN

N ER Y
QNREN RENERSIES

e
<
Y <

N b

: RS
e QAT N

e 1A
IRMY
:.’.‘\l\:- L

s

PRI

SN
RAREIR

MWIYTRER
L NREYL

91

CD3_Fc(botén)_
PGLALA
pETR13917

RRCR RS

BRI

SN MY
\ 3

Pacs

RIS

AN A YA
SRS R

NN
DA NEEINOD

N

Ry
VLT

W

L S
FERWW

Yo
AR AV

A I TR

by
A

¥E AV AN

WY Y S

92

Fc(ojal)_PGLAL
A _HVRF
pETR10755

K]
BN

W

3 §;> SN
[N

O
o

— —

¥ R SR

X PREEGS R
A TSNS
) M

R

BOVRS

93

VHCL[CD3]_Fc(
botén)_PGLALA
pETR13378

v
S

FOLAHR

=
ARV AR
&3 e TR

SYRW
WA Y AN

DOy

RN RN
SRRV RPN

98
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16D5 invertida
2+1 con N100A
en CDR H3
pETR14096

(\ *-'«

RN

A RERLIT S3EE
RN IS8
I RAZ

CELIR R
AR

e
Sl

5
E ,\¢\ A

SR I
SR SR
T3

99

16D5 invertida
2+1 con S100aA
en CDR H3
pETR14097

T T
i~ EEN W \\\

AT PN Y W
e ¥ \\:5:\ %3
R

8

BRI QS
3

AT N
LMy
FEREE

Ly ¥ v B o T B TV S
-,\\:.9-‘ ) il“f\‘ N ‘\\

&

RN
HETY

\X &

SN IR LN

PN

PSRt

RN

100

cadena ligera
fusionada a CH1
para CD3;
Fc_PGLALA;
pETR13862

PETeN
AR

Wy
SRR

101

VH de 16D5
fusionada a
cadena kappa
constante;
pETR13859

ERYS

&N

Y W

: ERTATEY
\\\. R

102
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VH fusionada a
cadena lambda
constante para
CD3;
pPETR13860

103

IGHV1-46*01
(X92343), mas
elemento JH4

104

IGHV1-69*06
(L22583), mas
elemento JH6

3\&;&5{4;“\%\'

105

IGHV3-15*01
(X92216), mas
elemento JH4

EVOLVESGOGLVRPGUSLRLACAASGE TFONA WS
WYRQARGKGLEWVORIKSKTDGE TTOY AAPVRIGH
FTISRDDSKNTLY LOMNSLK TED TAVY YUTTGGRG
GREDY WOQUTLYTVES

106

IGHV3-23*01
(M99660), mas
elemento JH4

EVQLE §*¥{‘s{§<}§ v;:w{“ ST

107

IGHV4-59*01
(AB019438),
mas elemento
JH4

108

IGHV5-51*01
(M99686), mas
elemento JH4

SADKRSTAYLQWSNK
PY WG*‘Q}_GTEL;V?VSS

109

Anticuerpo
especifico anti-
CD3 basado en

CH2527
humanizada

la cadena ligera [

110

hVK1-39

(elemento J JK4) CM §E

\'K"{&}R’\ ( §{ AN ' \§\\\ i \\X Y {}

111

VL7_46-13
(cadena ligera
del anticuerpo
anti-CD3
humanizado)

G&X\?QN’% i\\‘(s{si\i‘i {{*‘\\ksk\ §‘§\\\ AN
WVRQEKPGRAFRGLIGH TN R RAPGTRARFSGRLLGG
AAALTISGAQPREDEARY YUALWYSNLWVRGGGITR

112

8) Variantes de 16D5 con afinidad reducida ejemplares

a. Variantes de la cadena ligera con afinidad reducida ejemplares

Denominacién

Secuencia

SEQ ID NO

K53A aa

113
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K53A_VL_CDR1 |GSSTGAVTITSNYAN 32
K53A_VL_CDR2 [GINAREF 396
K53A_VL_CDR3 |ALWY3RLWV 34

S93A aa

GRSTEAVTER ’Q&YM‘&‘\ B "w“ RILIEGE 14

S93A_VL_CDR1 32
S93A_VL_CDR2 33
S93A_VL_CDR3 397
b. Variantes de la cadena pesada con afinidad reducida ejemplares
Denominacién Secuencia SEQ ID NO
S35H aa ","'\:1\‘.‘?-‘. GG : HLSIRASE "I‘"‘G‘ ‘kk&v‘&&& ‘-‘“::\«\‘\‘C“g”l\ 115
S35H_VH_CDR1 |NEWMH 398
S35H_VH_CDRZ2 |RIHSKIDRGETTIVAAPVEG 17
S35H_VH_CDR3 |PWENSHYDY 18
G49S aa ‘SRIK 116
G49S_VH_CDR1 WA Mg 16
G49S_VH_CDR2 |[RIESKTDGOGTTLVAAPVES 17
G49S_VH_CDR3 |[PREWSWY DY 18
R50S aa 117
RE0S_VH_CDRT [AWME 16
R50S_VH_CDR2 |5 TKEKTLRGGTTRYAAFVEG 399
R50S_VH_CDR3 |F 18
WOIBY aa 118
WO6Y_VH_CDR1 16
WI6Y_VH_CDR2 17
WI6Y_VH_CDR3 400
WOI8Y aa 119
SRYLY TINTVRIAR
WOI8Y_VH_CDR1 M&WME 16
WO8Y_VH_CDR2 |RIHSHTDGGTTRYARAPVEG 17
WO8Y_VH_CDR3 [PHEYSRYDY 232

9) Modos de realizacion ejemplares adicionales generados a partir de una coleccidon de presentacién en fagos (CDR
subrayadas)
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Denominacion |SecuenC|a |SEQID NO
90D7 aa TEVINERISVIEY 120
L WY \3‘.(3\) &R
90D7_VH_CDR1|: 8
90D7_VH_CDR2 9
90D7_VH_CDR3 233
90C1 aa B 121
RERG ANY i&t{
m&m" SORTINT
90C1_VH_CDR1[G ¥ ¥ 8
90C1_VH_CDR2|I TN FEGGSTEYASKENG 9
90C1_VH_CDR3|¥ 234
5E8 VH aa ;:: 122
ERX ‘2@\&‘&?& 243
5E8_VH_CDR1 [SY T4 8
5E8_VH_CDR2 |IINPSOGUSTSYAQKEFOG 9
5E8 VH_CDR3 [{IL T SMIYY 235
5E8 VL aa 123
LOSNRAS
5E8_VL_CDR1 ,‘SQ%LLH%N WRYLY 59
BEB_VL_CDR2 |LGSNEAE 60
5E8_VL_CDR3 [MQALOIPKT 236
12A4 VH aa TER ‘z‘--*\.\*cz\:\::;“\“ 124
SOOIV TADSVRAESY! “s:‘xa r\\\«ﬁ’f&l
SN Y \\\3\\\\\ DN \\
12A4_VH_CDR1|5Y£MS 79
12A4_VH_CDR2]z 80
12A4_VH_CDR3 237
12A4 VL aa E*x‘\e\-(‘;\\»\\s\\ 125
§ i‘\‘:m’f
12A4_VL_CDR1 [R& zrw.s*’m_ SYLA 52
12A4_VL_CDR2 53
12A4_VL_CDR3 238
7A3 VH aa TYTRYYNIE 126
7A3_VH_CDR1 8
7A3_VH_CDR2 |TITTHPS5EG ‘TJE‘SY?\QI’E QG 9
7A3_VH_CDR3 [GLFSAGRLMD 239
7A3 VL aa DIVHTENPL i<'3;<§.- 127
TYLASNBASTLE
TRWEIERT
7A3 VL _CDR1 |RS50SLLHSNGYNYLD 59
7A3_VL_CDR2 [LGSNBAS 50
7A3_VL_CDR3 [HQALQIFFIT 240
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6E10 VH aa TTOGLIN 128
SHDYRAT
6E10_VH_CDR1[S 8
6E10_VH_CDR2[T 9
6E10_VH_CDR3 47
6E10 VL aa SNSRI DNy LON SO0 SR 0LL 129
FTTRT IR T ROARHE PTG

6E10_VL_CDR1 [ESSOSLLHSNGTNY. 55
6E10_VL_CDR2 |LGSNEAS 60
BE10_VL_CDR3 [MOAWHS DT 242
12F9 VH aa 130
12F9_VH_CDRA 8
12F9_VH_CDR2|I INVEGGETATAG 9
12F9_VH_CDR3|GATY TMIFY 243
12F9 VL aa FLELS 131
12F9_VL_CDRA 59
12F9_VL_CDR2 | LGONRAS 60
12F9_VL_CDR3 |FQRLOTFIT o

10) Variantes de sitios de glucosilacion de 9D11: cadena ligera variable de modos de realizacion ejemplares (CDR
subrayadas)

Variante Secuencia SEQ ID NO
NO5S — - — - — 32
12F9_VL_CDR1 [ 59
12F9_VL_CDR2 60
12F9_VL_CDR3 63
N95Q 133
N95Q_VL_CDR1 59
N95Q_VL_CDR2|Y 60
N95Q_VL_CDR3 65
TO7A Tonan 132
T97A_VL_CDR1 59
T97A_VL_CDR2 60
T97A_VL_CDR3 67
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X9}
o« O |O
~ W0 |© [©
3
i
H
3
H
H
H
H
H
H
H
H
H
43
H
H
H
H
H
H
i
4
3
¢
H
]
s
K]
1=
[~
b
2z
]
g
84
i
-
4 s P
- e
3 Dy =
H s
2 4 o
m ?A\ [
H =
: |7
i ey
j = |
2 (5 -
H H ’]
[

TO7N

T97N_VL_CDR1|E

TO7N_VL_CDR3

TO7N_VL_CDR2

Inacion

11) Variantes de desam

SEQ ID NO

253

Secuencia

r
N

PR
A

5

Ay

ROR T

by

&2

T
R

SN

R

T
L

LA

b

RO
S

‘e
YA
RERCY

W

N
TYTRE

N

3N

N N
AW

o

vy
AN
el

Ry

A

(XN
S

T

>

N

A ST
SRR S

AR

3
D

S

R
AR

TN

Variante

16D5 VH_DS2dE| 3%}

16D5

VH_D52dQ

CD3_VH N100A

CD3_VH
S100aA

16D5 [VHCHA]-
CD3[VHCH1-

16D5-Fc(ojal)-

PGLALA

CD3-CLC
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1605 [VHCHT]- |=- TRLSCEAS _ : — —
CD3[VHCH1' RASHEE S .\.).\ DYRAPVRS N Y ; . ox N . :

S100aA]-
Fe(botén)_PGLA
LA

NG

A
JTE QR
AN At N

R . A .\\\;\\\\‘\\“\“:\\ >
LEDTR RIS &R R R AR L ISR

AP A SR e YA Y IS

AR L RADW

9D11 [VHCH1T- 256
CD3[VHCL-
N100A]-
Fc(botc')n)_PGLA

EEP

37
i

poa

9D11-Fc(ojal) SR 257

~
&Y et W
S RINIER S

BRI AR R

DT RORGY DB
TR SN O

TR T TR Y
e e & BGER \\\‘\' P

SRy Y ST BYERY
¥ W SN HERY
L& RERER REEOSEE

TR o
PESISURES \‘

9D11_LC [N95Q] 258

NN w\ o

BN
¥

T
XY 03
wRRRE Y

259

SRRNpTTy
RN R
: 3
WANY

CD3_VLCH1

T SR T RO T e
-3 FEASIRY VR TR IR N

AN PN S
)\\1 YUYY

PRERE

9D11 [VHCH1]- 260
CD3[VHCH1-
S1008A]- PEety W 3 SN 3 R Y P A T T L TR
Fc(boton)_PGLA
LA
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12) TCB anti-FolR1 basadas en Mov19 de modos de realizacién ejemplares (CDR subrayadas)

Denominacién | Secuencia

SEQID NO

pETR11646 : AEGENES
VH-CH1- ?\:i}\y{} FYNQ%?XQ
Fc(ojal)
PG/LALA de
Mov19

136

pETR11647
VH-CH1-CD3
VH-CL-
Fc(botén)
PG/LALA de
Mov19

NN DS
BOEYE :

137

pETR11644
LC de Mov19

138

Denominacién

SEQID NO

Fc de hu IgG1

R RSN

245

13) TCB anti-FolR1 adicionales con moléculas de unién de afinidad intermedia (CDR de acuerdo con Kabat,

subrayadas)

Denominacion SecuenC|a SEQID NO
Variante de 16D5 | SWQGLERS LVRFRORL GEYESHE 401
WOBY/D52E_VH
WOBY/D52E_VH 16
CDR1
WOBY/D52E_VH 402
CDR2
WOBY/D52E_VH 400
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CDR3

Variante de 16D5

WOBY/D52E_VL

31

W96Y/D52E_CD3-
VHCH1_Fec-
botén_PGLALA
pETR14945

b

TASLGOLY

SRS

~ v
THLIEN

403

W96Y/D52E_Fo-
ojal_PGLALA_HVRF
pETR14946

ST DR \\ P }

S

e «..-s-& BN
&

o 2
TERGLEEET

AN
X AR

404

14B1 VH

;W\: BOSVE 3

\\\.\\\\\\\\\\.\\\.\ \\\\\\

405

14B1 VL

Fe *KR\N&?

RNAR RSN RNAANNRR

¥ ‘“‘K‘QR RERR

BRBRERTERLN I

406

14B1[EE]_CD3[VLCH
1]_Fec-botén_PGLALA
pETR14976

_‘_, AOONIN

@ .~s_ N

NS \;:\, R
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Secuencias de antagonistas anti-PD1 ejemplares
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lares

de
de
de
de

HC-FR2 de
anticuerpo anti-

PDL1

VH

PDL1

VL

PDL1
HVR-H1
HVR-H2
HVR-H3
HVR-L1
HVR-L2
HVR-L3
HVR-H1
HVR-H2
HVR-H3
HVR-L1
HVR-L2
HVR-L3
HC-FR1 de
anticuerpo anti-
PDL1
PDL1
anticuerpo anti-

anticuerpo anti-
PDL1
PDL1

anticuerpo anti-
VL

anticuerpo anti-
anticuerpo anti-
anticuerpo anti-

anticuerpo anti-
PDL1

anticuerpo anti-
PDL1

HC-FR3 de
PDL1
HC-FR4 de
HC-FR4 de
LC-FR1
LC-FR2
LC-FR3
LC-FR4

ligera
VH

VH

Las secuencias de aminoacidos de anticuerpos anti-TIM3 ejemplares y las secuencias de TIM3 ejemplares se exponen

Secuencias de anticuerpos anti-TIM3 ejem
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en el listado de secuencias a continuacion como sigue:

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

304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314

315

316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356

HVR-H1 de la cadena pesada, Tim3_0016

HVR-H2 de la cadena pesada, Tim3_0016

HVR-H3 de la cadena pesada, Tim3_0016

HVR-L1 de |la cadena ligera, Tim3_0016

HVR-L2 de |la cadena ligera, Tim3_0016

HVR-L3 de |la cadena ligera, Tim3_0016

dominio variable de la cadena pesada VH, Tim3_0016

dominio variable de la cadena ligera VL, Tim3_0016

dominio variable de la cadena pesada VH, variante de Tim3_0016 (0018)
dominio variable de la cadena ligera VL, variante de Tim3_0016 (0018)

HVR-L1 de |la cadena ligera, Tim3_0016_HVR-L1 variante 1_NQ (eliminacién del sitio de
glucosilacién por mutacién de N a Q)

HVR-L1 de la cadena ligera, Tim3_0016_HVR-L1 variante 2_NS (eliminacion del sitio de
glucosilacién por mutacién de N a S)

HVR-H1 de la cadena pesada, Tim3_0021

HVR-H2 de la cadena pesada, Tim3_0021

HVR-H3 de la cadena pesada, Tim3_0021

HVR-L1 de la cadena ligera, Tim3_0021

HVR-L2 de la cadena ligera, Tim3_0021

HVR-L3 de la cadena ligera, Tim3_0021

dominio variable de la cadena pesada VH, Tim3_0021
dominio variable de la cadena ligera VL, Tim3_0021
HVR-H1 de la cadena pesada, Tim3_0022

HVR-H2 de la cadena pesada, Tim3_0022

HVR-H3 de la cadena pesada, Tim3_0022

HVR-L1 de |la cadena ligera, Tim3_0022

HVR-L2 de |la cadena ligera, Tim3_0022

HVR-L3 de |la cadena ligera, Tim3_0022

dominio variable de la cadena pesada VH, Tim3_0022
dominio variable de la cadena ligera VL, Tim3_0022
HVR-H1 de la cadena pesada, Tim3_0026

HVR-H2 de la cadena pesada, Tim3_0026

HVR-H3 de la cadena pesada, Tim3_0026

HVR-L1 de |la cadena ligera, Tim3_0026

HVR-L2 de |la cadena ligera, Tim3_0026

HVR-L3 de |la cadena ligera, Tim3_0026

dominio variable de la cadena pesada VH, Tim3_0026
dominio variable de la cadena ligera VL, Tim3_0026
HVR-H1 de la cadena pesada, Tim3_0028

HVR-H2 de la cadena pesada, Tim3_0028

HVR-H3 de la cadena pesada, Tim3_0028

HVR-L1 de |la cadena ligera, Tim3_0028

HVR-L2 de |la cadena ligera, Tim3_0028

HVR-L3 de la cadena ligera, Tim3_0028

dominio variable de la cadena pesada VH, Tim3_0028
dominio variable de la cadena ligera VL, Tim3_0028
HVR-H1 de la cadena pesada, Tim3_0030

HVR-H2 de la cadena pesada, Tim3_0030

HVR-H3 de la cadena pesada, Tim3_0030

HVR-L1 de |la cadena ligera, Tim3_0030

HVR-L2 de |la cadena ligera, Tim3_0030

HVR-L3 de la cadena ligera, Tim3_0030

dominio variable de la cadena pesada VH, Tim3_0030
dominio variable de la cadena ligera VL, Tim3_0030
HVR-H1 de la cadena pesada, Tim3_0033
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SEQ ID NO: 357
SEQ ID NO: 358
SEQ ID NO: 359
SEQ ID NO: 360
SEQ ID NO: 361
SEQ ID NO: 362
SEQ ID NO: 363
SEQ ID NO: 364
SEQ ID NO: 365
SEQ ID NO: 366
SEQ ID NO: 367
SEQ ID NO: 368
SEQ ID NO: 369
SEQ ID NO: 370
SEQ ID NO: 371
SEQ ID NO: 372

SEQ ID NO: 373

SEQ ID NO: 374
SEQ ID NO: 375
SEQ ID NO: 376
SEQ ID NO: 377

SEQ ID NO: 378

SEQ ID NO: 379
SEQ ID NO: 380
SEQ ID NO: 381

<210> 304
<211>9
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400=> 304

R o
12y Phe Ng

oy
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HVR-H2 de la cadena pesada, Tim3_0033

HVR-H3 de la cadena pesada, Tim3_0033

HVR-L1 de |la cadena ligera, Tim3_0033

HVR-L2 de |la cadena ligera, Tim3_0033

HVR-L3 de |la cadena ligera, Tim3_0033

dominio variable de la cadena pesada VH, Tim3_0033

dominio variable de la cadena ligera VL, Tim3_0033

HVR-H1 de la cadena pesada, Tim3_0038

HVR-H2 de la cadena pesada, Tim3_0038

HVR-H3 de la cadena pesada, Tim3_0038

HVR-L1 de la cadena ligera, Tim3_0038

HVR-L2 de |la cadena ligera, Tim3_0038

HVR-L3 de la cadena ligera, Tim3_0038

dominio variable de la cadena pesada VH, Tim3_0038

dominio variable de la cadena ligera VL, Tim3_0038

una variante 1 de exotoxina A de Pseudomonas ejemplar (ejemplo de PE24

desinmunizada)

una variante 2 de exotoxina A de Pseudomonas ejemplar (ejemplo de PE24

desinmunizada)

region constante de la cadena ligera kappa humana

region constante de la cadena ligera lambda humana

region constante de la cadena pesada humana derivada de 1gG1

region constante de la cadena pesada humana derivada de 1IgG1 con mutaciones L234A
L235A

3r/egic')n constante de la cadena pesada humana derivada de IgG1 con mutaciones L234A,

L235Ay P329G

regién constante de la cadena pesada humana derivada de 1gG4

secuencias de TIM3 humanas ejemplares

dominio extracelular (ECD) de TIM3 humana

Lon Ser The Sev Gy Ma

i

5,75

<210> 305
<211>3
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 305

Leu Asa Asp

<210> 306
<211>8
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 306

S Gy Ter Loa Tee Al lon &
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<210> 307

<211>6

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400= 307

Ser Ser Ser Val Asn Twvr
i 3

<210> 308

<211>3

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400=> 308

Asn Ala Phe

I

<210> 309

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 309
Trp Ser s Dy Pro Ton The

<210> 310
<211> 120
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 310
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<210> 311
<211> 106
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400=> 311
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Foed SUE

R 33 RN
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Lilye Tl Lve Lo ks He D

<210> 312
<211> 120
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 312

Oln Vad Thre Leu Lvs Glu Ser Gy Pro Glv Ue Leu Gl Pro Ser Gln
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<210> 313
<211> 106
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400=> 313

Gl e Mal lee The o S P Ads e M

r & e Ser ProGly
! 3 19 1

G Love Vol The He Thy Ova Ser Al Ser Ser See Val Asa T e

20 25 3

Oiin Tren Ter Gig Gin Loes Pea Glv Ser Ree Pro Las beg Ton He Ty
I8 48 43
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Ssp Al Mo b e Ala Pro Ghv Val Fro Al Arg Bho Ser Gl Sor
34 33 &8

N

Loy Thy Gy Tl Ser Ter Sor Low Thr He Ser Sor Mot Gla Ada il

&3 0 3 Xg

.

Asp Al A S DaPho Cwvs His Ol Drp Xar s Ty Pro T T
83 Q3 Q3

Phe Obe Ov Ghy The Loes Loy Gla He Las
1N S

<210> 314

<211>6

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400=> 314

SerSer S Vel Gl Ty
i 3

N

<210> 315

<211>6

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400=> 315

<210> 316

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 316

v Ty Sor Phe Thr Sar Twr

N

ol

<210> 317

<211>3

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 317

Scr Asp Ser
1
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<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 318
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Cbe T Tor Ada T Veor T Phe Asn

] 3

PR SR

<210> 319

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400= 319

Ser Gin Ser lle Glvy Asn Asn
1 5

<210> 320

<211>3

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 320

Tvr Ala Ser
}

<210> 321
<211>6

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 321

Ser Asn Ser Trp Pro Leu
1 3

<210> 322
<211> 120
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 322
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Lo Asp b Ala Thrdlou Tae Vel Ao las SorSee Se

83 9 8

Aot Glndlsu B S o e darGhr Asn Ser dda Vel D D s
83 S 0%

Al A A Gl Dy Ter Al Top Ty Do Phe Asp Gas o b i

0 Ht g

Oy The The Len The Vil Sar S
113 1]

<210> 323
<211> 107
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400= 323
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Asp ’m“ Val Sex Lw.:u

or £0vs Are Ala Ser Oln Ser e Gly Agn Asn

30

Leu H s T Dy Glo Gl Lys Ser His Glu Ser Pre Avg Leu Leu Mg
3 40 45

«J‘f

ﬁ

WS F“"’"
2

Ser Val Gl T

Tl Gy Ser Gl The Asp ?hc The Lou Ser Phe Asn
% A )

£

E‘ )’p

Citu Asp Phe Gly Met Tyvr Phe Cys Gln Glin Ser Asn Rer Trp Pro Leuy
B3 96 33

85 Gl The Lvs Leu Gla Leu Lys

103

<210> 324

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 324

Gily Asp Ser lle Ala
1 3

<210> 325

<211>3

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400=> 325

Tvr Ser Gl
1

<210> 326
<211>4
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<212> PRT
<213> Mus musculus

<400=> 326

Asp Tyr Phe Asp
1

<210> 327

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 327

AtgGla AVl A das A
<210> 328

<211>3

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 328

Lyr Thr Ser

1

<210> 329

<211>6

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 329

Tyr Asp.Asn Leu Pro Phe

-

<210> 330
<211> 114
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400= 330
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Val Ly Bre Sarddin

Sor Vel TheGhv A See e Ale Rer aly
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ol Asc ko] lin s

van Gl T ey Lo

Qo Lo S o Vel The Tl Glu A The Al The T T Own W
BN 3 \

Srp Gy Thr Do dow e Vg

<210> 331

<211> 107

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 331

He Gl
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<210> 332

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400=> 332

Gly Tyr Thr Phe Thr

I 3

<210> 333

<211>3

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 333

(rlu Thr Tyr

1
<210> 334
<211>4
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 334

Gly Tyr Pro Ala
1
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<210> 335

<211> 12

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 335

Sor Are The He Lon His Ser Ser Oy Asn Thy Ty
i 3 38

<210> 336

<211>3

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400=> 336

Lvs Val Ser
1

<210> 337

<211>6

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400= 337

Asp Ser His Val Pro Phe

<210> 338
<211> 115
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 338
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3% 48 4%

Gly Tyr He As The Ole The Tee Gl P Thie Phe Oty Ada Asp Phe

2 KN 0

Al The The &da D

/
S

Lys Gily Arg Phe Al Phe Ser L

ot s Ao s e
N 3 5}\\_

287

Ly G QR G D Pro A T T G Gh Gy e Ml Vel s
R umw g

ARARAARRRRAR AR

<210> 339
<211> 112
<212>PRT
<213> Mus musculus

=400> 339
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i 8 18 i35
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T para su uso en un procedimiento para
tratar el cancer, en la que la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se usa en combinacion
con un antagonista de la unién al eje de PD-1, en la que la molécula de unidén a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T comprende al menos dos restos de union a antigeno, de los que uno es una molécula Fab de
entrecruzamiento y de los que uno es una molécula Fab convencional, en la que la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas un dominio Fc compuesto por una primera y una segunda
subunidad que se pueden asociar de manera estable, en la que la primera molécula de unién a antigeno comprende
un primer resto de unién a antigeno que se puede unir a CD3 que comprende al menos una secuencia de aminoacidos
de la regién determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38y SEQ ID NO: 39y al menos una CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo
de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, en la que el primer resto de unidén a antigeno se fusiona en el
extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la primera o la segunda subunidad del dominio Fc y el segundo
resto de union a antigeno se fusiona en el extremo C de |la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada
de Fab del primer resto de unidén a antigeno, en la que el antagonista de la union al eje de PD-1 inhibe la unién de PD-
1 a sus compafieros de union ligandos, en la que el antagonista de la unidn al eje de PD-1 se selecciona del grupo
que consiste en un anticuerpo anti-PD-1, un anticuerpo anti-PD-L1 y un anticuerpo anti-PD-L2.

2. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 1, en la que la primera molécula de union a antigeno comprende una cadena pesada variable que
comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36 y una cadena ligera variable que comprende una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31.

3. La molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 1 0 2, en la que el anticuerpo anti-PD-L1 es un anticuerpo monoclonal.

4.  La molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T para su uso de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1-3, en la que el anticuerpo anti-PD-L1 es un fragmento de anticuerpo seleccionado del grupo
que consiste en los fragmentos Fab, Fab’-SH, Fv, scFv y (Fab’)2.

5. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T para su uso de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1-4, en la que el anticuerpo anti-PD-L1 es un anticuerpo humanizado o un anticuerpo humano.

6. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T para su uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que el anticuerpo anti-PD-L1 comprende una cadena pesada que
comprende la secuencia de HVR-H1 de SEQ ID NO: 289, la secuencia de HVR-H2 de SEQ ID NO: 290 y la secuencia
de HVR-H3 de SEQ ID NO: 291; y una cadena ligera que comprende la secuencia de HVR-L1 de SEQ ID NO: 292, la
secuencia de HVR-L2 de SEQ ID NO: 293 y la secuencia de HVR-L3 de SEQ ID NO: 294.

7. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T para su uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 280 o SEQ ID NO: 281 y una regidn variable de la
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 383.

8. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T para su uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que comprende ademas administrar al individuo un antagonista de la molécula
3 que contiene el dominio de mucina e inmunoglobulina de linfocitos T (TIM3), en la que el antagonista de TIM3 es un
anticuerpo anti-TIM3.

9. La molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 8, en la que el anticuerpo anti-TIM3 es un anticuerpo monoclonal.

10. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 8 0 9, en la que el anticuerpo anti-TIM3 es un anticuerpo humano, humanizado o quimérico.

11. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T para su uso de acuerdo con una
cualquiera de la reivindicacion 8-10, en la que el anticuerpo anti-TIM3 es un fragmento de anticuerpo que se une a
TIM3.

12. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T para su uso de acuerdo con una
cualquiera de la reivindicacion 8-11, en la que el anticuerpo anti-TIM3 es un fragmento Fab.

13. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T para su uso de acuerdo con una
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cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en la que el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de ovario,
cancer de pulmén, cancer de mama, cancer renal, cancer colorrectal, cancer de endometrio.

14. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T para su uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en la que al menos uno de la molécula de unidén a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T y el antagonista de la unién al eje de PD-1 se administra por via intravenosa, via
intramuscular, via subcutanea, via tdpica, via oral, via transdérmica, via intraperitoneal, via intraorbitaria, por
implantacién, por inhalacion, via intratecal, via intraventricular o via intranasal.

15. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T para su uso de acuerdo con una

cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en la que los linfocitos T en el individuo tienen una activacion, proliferacion y/o
funcién efectora potenciadas con respecto a antes de la administracién de la combinacion.
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