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DESCRIPCION
Anticuerpos frente a CD73 y sus usos
Antecedentes

El grupo de Diferenciacion 73 (CD73), también denominado ecto-5'-nucleotidasa (ecto-5'NT, EC 3.1.3.5), es una
enzima de superficie ligada a glicosilfosfatidilinositol (GPI) encontrada en la mayoria de los tejidos, pero
particularmente expresada en células endoteliales y subconjuntos de células hematopoyéticas (Resta et al.,
Immunol. Rev. 1998;161:95-109 y Colgan et al., Prinergic Signal 2006;2:351-60). Se sabe que CD73 cataliza la
desfosforilacion de nucledsido monofosfatos extracelulares en nucledsidos, tales como la adenosina. La adenosina
es una molécula de sefalizacion muy estudiada que media sus efectos biologicos a través de varios receptores,
incluyendo A1, A2A, A2B y A3. Se ha demostrado que la adenosina regula la proliferacion y la migracion de muchos
canceres y que tiene un efecto inmunosupresor a través de la regulacion de linfocitos T antitumorales (Zhang et al.,
Cancer Res 2010;70:6.407-11).

Se ha publicado que CD73 se expresa sobre muchos canceres diferentes, incluyendo canceres de colon, pulmén,
pancreas, ovario, vejiga, leucemia, glioma, glioblastoma, melanoma, tiroides, esofagico, de préstata y mama (Jin et
al., Cancer Res 2010;70:2.245-55 y Stagg et al., PNAS 2010;107:1.547-52). Ademas, la expresion de CD73 en
cancer se ha ligado a la proliferacion incrementada, la migracion, la neovascularizacion, invasividad, metastasis y
menor supervivencia del paciente. También se ha propuesto la actividad de CD73 como un marcador de pronéstico
en carcinomas tiroideos papilar. Aunque que se ha demostrado que CD73 regula las interacciones célula-célula y
célula-matriz sobre las células tumorales, la expresion y la actividad de CD73 también se han ligado a respuestas de
linfocito T reducidas y se han implicado en la resistencia a farmaco (Spychala et al., Pharmacol Ther. 3000;87:161-
73). Por tanto, CD73 puede regular la progresion del cancer tanto directamente como indirectamente, lo cual resalta
su potencial como diana nueva diana terapéutica. Se describe un anticuerpo monoclonal anti-CD73 humana para
inhibir la formacion de metastasis en cancer de mama humano induciendo el agrupamiento y la internalizaciéon de
CD73 expresada sobre la superficie de células cancerosas (Terp et al., J. Immunol 2013;191(8):4.165-4.173). Se
describe otro anticuerpo humano anti CD73 humana obtenido de una genoteca de expresion en fago scFv para
unirse e internalizarse en células de cancer de mama, para inhibir la actividad enzimatica de CD73, y para inhibir el
crecimiento tumoral en un modelo de xenoinjerto (Rus et al., Mol Cancer, Biomed Central 2013; 12(1): 11).

Dada la necesidad en curso de estrategias mejoradas para dirigir enfermedades tales como el cancer, son altamente
deseables métodos de regulacion de la progresion tumoral a través de mecanismos multiples, asi como métodos
para la regulacion de la actividad de CD73 y agentes terapéuticos relacionados.

Sumario

En el presente documento se proporcionan anticuerpos aislados, tales como anticuerpos monoclonales (porciones
de unién a antigeno de los mismos), en particular anticuerpos monoclonales humanos, que se unen especificamente
a CD73 y que tienen propiedades funcionales deseables. Estas propiedades incluyen unién de alta afinidad a CD73
humana, unién a CD73 de mono (por ejemplo, CD73 de cynomolgus), y la capacidad para inhibir la actividad
enzimatica de CD73. Los anticuerpos descritos en el presente documento se pueden usar para inhibir el crecimiento
tumoral, reducir la produccién de adenosina, estimular una respuesta inmunitaria, y detectar la proteina CD73 en una
muestra.

Los anticuerpos anti-CD73 de la invencion estan definidos en las reivindicaciones 1-11.

La presente invencion se refiere a anticuerpos aislados que se unen al Grupo de Diferenciacién 73 humano (CD73) y
comprenden las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada que comprenden las SEQ ID NO: 5,6 y
7, respectivamente, y las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena ligera que comprenden las SEQ ID NO: 13,
14 y 15, respectivamente, en los que el anticuerpo comprende una regién constante de la cadena pesada que
comprende una bisagra de IgG2 y dominio CH1 de 1gG2.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 de la invencion se unen dentro de las regiones
FTKVQQIRRAEPNVLLLDA (SEQ ID NO: 96) y/o LYLPYKVLPVGDEVVG (SEQ ID NO: 97) de CD73 humana, por
ejemplo, en los que los tramos de epitopo o superposiciones con FTKVQQIRRAEPNVLLLDA (SEQ ID NO: 96) y/o
LYLPYKVLPVGDEVVG (SEQ ID NO: 97) de CD73 humana.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 de la invencién se unen a un epitopo sobre CD73 humana
(SEQ ID NO: 1) que incluye todos o una parte de los restos de aminoacidos FTKVQQIRRAEPNVLLLDA (SEQ ID
NO: 96) y/o LYLPYKVLPVGDEVVG (SEQ ID NO: 97). En determinadas realizaciones, el epitopo unido por los
anticuerpos anti-CD73 de la invencion se determina mediante, por ejemplo, HDX-MS y/o cristalografia.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 de la invencion comprenden las tres CDR de la cadena
pesada variables y las tres CDR de la cadena ligera variables que estan en los pares de la cadena pesada variable y
la cadena ligera variable de los anticuerpos anti-CD73 representados por las SEQ ID NO: 4 y 12; o las SEQ ID NO:
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135y 12.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 de la divulgacién comprenden regiones variables de la
cadena pesada y ligera que tienen secuencias de aminoacidos que son al menos un 80 % idénticas, por ejemplo, al
menos un 85 % idénticas, al menos un 90 % idénticas, al menos un 95 % idénticas, al menos un 96 % idénticas, al
menos un 97 % idénticas, al menos un 98 % idénticas, o al menos un 99 % idénticas o mas a las secuencias de
aminoacidos de una region variable de la cadena pesada de los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente
documento, por ejemplo, que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 4, 135, 171
y una region variable de la cadena ligera de los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento, por
ejemplo, que comprenden la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 12.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 de la divulgacion comprenden las secuencias de la region
variable de la cadena pesada y ligera que son al menos un 80 % idénticas, por ejemplo, al menos un 85 % idénticas,
al menos un 90 % idénticas, al menos un 95 % idénticas, al menos un 96 % idénticas, al menos un 97 % idénticas, al
menos un 98 % idénticas, o al menos 99 % idénticas o mas (por ejemplo, 100 %), a las secuencias de aminoacidos:
SEQID NO: 135y 12; SEQID NO: 4y 12; 0olas SEQ ID NO: 171y 12.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 de la invencion comprenden las regiones variables de la
cadena pesada y ligera seleccionadas del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 135y 12; SEQ ID NO: 4y 12; o las
SEQID NO: 171y 12.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo de la invencién comprende una region variable de la cadena pesada
que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 135 y una region variable de la cadena ligera que
tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 12.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 de la divulgacion tienen secuencias de longitud completa
de la cadena pesada y la cadena ligera al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %
idénticas a las secuencias de aminoacidos de cualquier anticuerpo anti-CD73 descritos en el presente documento,
por ejemplo, SEQ ID NO: 100 y 102; SEQ ID NO: 133 o 189 (sin lisina C-terminal) y 102; SEQ ID NO: 189 y 102; o
una cualquiera de las SEQ ID NO: 188 y 102.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo de la invencion comprende una region de la cadena pesada que tiene
la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 133 o 189 y una region de la cadena ligera que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 102.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 de la divulgacién son los anticuerpos IgG1, 19G2, IgG3 o
IgG4, o variantes de los mismos. En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 de la divulgacion se
unen al mismo epitopo sobre CD73 que los anticuerpos que tienen las anteriores secuencias de las regiones
variables de la cadena pesada y ligera (por ejemplo, anticuerpos CD73.4-2 y/o 11F11-2).

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 de la divulgacién comprenden una region constante de la
cadena pesada que incluye, por ejemplo, un dominio CH1 humano, un dominio bisagra humano, un dominio CH2
humano, y un dominio CH3 humano en orden desde el extremo N al C, en los que al menos 2 dominios son de un
isotipo diferente (por ejemplo, isotipos 1gG1, 19G2, IgG3 e 1gG4). Por ejemplo, en determinadas realizaciones, una
region constante modificada comprende una bisagra de IgG2 humana y al menos uno de los dominios CH2 y CH3
no es de un isotipo IgG2. En determinadas realizaciones, CH1 es un dominio CH1 de IgG2 humana, por ejemplo,
que tiene la secuencia de aminoacidos
ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSWTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTV (SEQ ID NO: 124). La regién constante modificada puede
incluir un dominio bisagra de 1gG2 humana, por ejemplo, un dominio bisagra de IgG2 humana que reduce la
heterogeneidad en la union a cisteina, por ejemplo, un dominio bisagra de IgG2 humana que tiene una sustitucién de
aminoacidos en C219, por ejemplo, C219S, relativa a un domino bisagra de IgG2 humana tipo silvestre (SEQ NO
136), por ejemplo, un dominio bisagra de 1gG2 humana que tiene la secuencias de aminoacidos
ERKSCVECPPCPAPPVAG (SEQ ID NO: 123). La region constante modificada puede incluir un dominio CH2 de
IgG1 humana que reduce o elimina las funciones efectoras, por ejemplo, un dominio CH2 de IgG1 humana que tiene
las sustituciones de aminoacidos A330S y P331S, relativas a un dominio CH2 de IgG1 humana de tipo silvestre
(SEQ ID NO: 137), por ejemplo, un dominio CH2 de IgG1 humana comprende la secuencia de aminoacidos

PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAK (SEQ ID NO: 125).

La regién constante modificada puede incluir un dominio CH3 de IgG1 humana tipo silvestre, por ejemplo, que tiene
la secuencia de aminoacidos
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GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:
128).

En determinadas realizaciones, un anticuerpo anti-CD73 de la invencion comprende una region de la cadena pesada
modificada que comprende una bisagra de IgG2 y el dominio CH1 de 1gG2, con la condicion de que el anticuerpo no
sea un anticuerpo 1gG2, por ejemplo, el anticuerpo no comprende una regiéon constante de la cadena pesada de
IgG2 tipo silvestre.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 de la invencion comprenden una cualquiera de las
regiones constantes que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 130, 164, 165,
168 y 169, 268, 273, 315, 329, y 332-338.

En determinadas realizaciones, un anticuerpo anti-CD73 de la invenciéon comprende los dominios VH y VL de 11F11
o0 CD73.4, y una region constante de la cadena pesada que comprende una bisagra de IgG2 y dominio CH1 de IgG2.
La regién constante de la cadena pesada puede ser IgG2CS-IgG1.1f (SEQ ID NO: 169) o IgG2CS-IgGlf (SEQ ID
NO: 165), en la que "CS" se refiere a "C219S".

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 de la invencién presentan al menos una de las siguientes
propiedades:

(a) inhibicién de la actividad enzimatica de CD73;

(b) unién a CD73 de cynomolgus;

(c) internalizacion de CD73 mediada por anticuerpo dentro de las células, por ejemplo, células tumorales; y
(d) unién a un epitopo conformacional que comprende los aminoacidos 65-83 y 157-172 de CD73 humana.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 de la invencion se unen a CD73 humana (CD73
monomérica y/o dimérica) con un Kp de aproximadamente 10 nM a 0,1 nM o menos como se mide, por ejemplo,
mediante analisis SPR BIACORE®, y se internaliza dentro de las células tumorales con un T4 de no mas de 10 min
medido, por ejemplo, por caza de pulso y como se describe en los Ejemplos.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-CD73 de la invencion es un anticuerpo humano y presenta una o
mas de las siguientes propiedades:

(a) se une a CD73 humano con una Kp de 10 nM o menos determinada por Resonancia de Plasmon Superficial
(SPRY);

(b) inhibe la actividad enzimatica de CD73;

(c) internaliza CD73 por internalizacion de CD73 mediada por anticuerpo dentro de células, por ejemplo, células
tumorales; y

(d) se une a CD73 humana con una CEsy de 0,1 a 10 nM o0 menos como se mide por FACS.

En el presente documento se proporcionan moléculas bioespecificas que comprenden los anticuerpos anti-CD73 de
la invencidn unidos a una molécula que tiene una segunda especificidad de unién, asi como inmunoconjugados que
comprenden los anticuerpos anti-CD73 de la invencién unidos a un agente.

También se proporcionan las moléculas de acidos nucleicos que codifican las secuencias de la region variable de la
cadena pesada vy ligera de los anticuerpos anti-CD73 de la invencién, asi como los vectores de expresion que
comprenden las moléculas de acidos nucleicos, y las células transformadas con los vectores de expresion.

También se proporcionan las composiciones y los kits que comprenden los anticuerpos anti-CD73 de la invencion.
Por consiguiente, otro aspecto de la invencion se refiere a composiciones que comprenden el anticuerpo de la
invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En una realizacion, la composicion comprende ademas uno o
mas agentes terapéuticos adicionales. En una realizacion, el agente terapéutico adicional es un anticuerpo
antagonista de la proteina 1 de muerte celular programada (PD-1), un anticuerpo antagonista del ligando 1 de
muerte programada (PD-L1), un anticuerpo antagonista de la proteina 4 asociada a linfocito T citotdxica (CTLA-4), o
un anticuerpo antagonista del gen-3 de activacion de linfocito (LAG-3).

En el presente documento se proporciona un método de preparacion de los anticuerpos anti-CD73 de la invencién,
que comprende expresar un anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente documento en una célula y aislar el
anticuerpo de la célula.

En el presente documento también se proporcionan métodos de uso de los anticuerpos anti-CD73 descritos en el
presente documento, por ejemplo, métodos de descenso de los niveles de adenosina, por ejemplo, en o por un
tumor, por ejemplo, una célula tumoral, que expresa CD73, métodos de estimulacion de una respuesta de linfocito T
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especifica a antigeno, métodos de estimulacion de una respuesta inmunitaria en un sujeto, métodos de inhibicién del
crecimiento de las células tumorales en un sujeto, métodos de tratamiento del cancer, por ejemplo, por
inmunoterapia. En determinadas realizaciones, el cancer es cancer de vejiga, cancer de mama, cancer
uterino/cervical, cancer de ovario, cancer de prostata, cancer de testiculo, cancer de esofago, cancer
gastrointestinal, cancer de pancreas, cancer colorrectal, cancer de colon, cancer de rifion, cancer de cabeza y cuello,
cancer de pulmon, cancer de estémago, cancer de célula germinal, cancer de huesos, cancer de higado, cancer de
tiroides, cancer de piel, neoplasias del sistema nervioso central, linfoma, leucemia, mieloma, sarcoma o cancer
relacionado con virus. El cancer puede ser un cancer metastasico, cancer refractario, o cancer recurrente.

En determinadas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento comprenden ademas administrar
una o mas sustancias terapéuticas, por ejemplo, una sustancia terapéutica que estimula el sistema inmune, por
ejemplo, un antagonista de PD-1, un antagonista de CTLA-4, un antagonista de LAG-3, un antagonista de GITR, y/o
un anticuerpo anti-CD39, un anticuerpo anti-A2AR, o un inhibidor quimico de A2AR.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente divulgacion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion
detallada y de los ejemplos, que no se deberian considerar limitantes.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1A muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 237) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 135) de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano CD73.4-1. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 5), CDR2 (SEQ ID NO: 6) y CDR3 (SEQ ID NO: 7) y se indican las derivaciones de
la linea germinal V, D y J. La Figura 1B muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 140) y la secuencia de
aminoacidos (SEQ ID NO: 8) de la region variable de la cadena ligera (VK1) del anticuerpo monoclonal humano
CD73.4-1. Se definen las regiones CDR1 (SEQ ID NO: 9), CDR2 (SEQ ID NO: 10) y CDR3 (SEQ ID NO: 11) y se
indican las derivaciones de la linea germinal V, D y J.

La Figura 2A muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 237) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 135) de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano CD73.4-2. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 5), CDR2 (SEQ ID NO: 6) y CDR3 (SEQ ID NO: 7) y se indican las derivaciones de
la linea germinal V, D y J.

La Figura 2B muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 141) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 12) de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano CD73.4-2. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 13), CDR2 (SEQ ID NO: 14) y CDR3 (SEQ ID NO: 15) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 3A muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 139) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 4) de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 11F11-1. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 5), CDR2 (SEQ ID NO: 6) y CDR3 (SEQ ID NO: 7) y se indican las derivaciones de
la linea germinal V, D y J.

La Figura 3B muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 140) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 8) de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 11F11-1. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 9), CDR2 (SEQ ID NO: 10) y CDR3 (SEQ ID NO: 11) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 4A muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 139) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 4) de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 11F11-2. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 5), CDR2 (SEQ ID NO: 6) y CDR3 (SEQ ID NO: 7) y se indican las derivaciones de
la linea germinal V, D y J.

La Figura 4B muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 141) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 12) de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 11F11-2. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 13), CDR2 (SEQ ID NO: 14) y CDR3 (SEQ ID NO: 15) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 5A muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 142) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 16) de la regidn variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 4C3-1. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 17), CDR2 (SEQ ID NO: 18) y CDR3 (SEQ ID NO: 19) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 5B muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 143) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 20) de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 4C3-1. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 21), CDR2 (SEQ ID NO: 22) y CDR3 (SEQ ID NO: 23) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 6A muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 142) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 16) de la regidn variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 4C3-2. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 17), CDR2 (SEQ ID NO: 18) y CDR3 (SEQ ID NO: 19) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 6B muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 144) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 24) de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 4C3-2. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 25), CDR2 (SEQ ID NO: 26) y CDR3 (SEQ ID NO: 27) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.
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La Figura 7A muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 142) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 16) de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 4C3-3. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 17), CDR2 (SEQ ID NO: 18) y CDR3 (SEQ ID NO: 19) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 7B muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 145) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 28) de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 4C3-3. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 29), CDR2 (SEQ ID NO: 30) y CDR3 (SEQ ID NO: 31) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 8A muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 146) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 32) de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 4D4-1. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 33), CDR2 (SEQ ID NO: 34) y CDR3 (SEQ ID NO: 35) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 8B muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 147) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 36) de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 4D4-1. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 37), CDR2 (SEQ ID NO: 38) y CDR3 (SEQ ID NO: 39) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 9A muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 148) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 40) de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 10D2-1. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 41), CDR2 (SEQ ID NO: 42) y CDR3 (SEQ ID NO: 43) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 9B muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 149) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 44) de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 10D2-1. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 45), CDR2 (SEQ ID NO: 46) y CDR3 (SEQ ID NO: 47) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 10A muestra la secuencia de nuclettidos (SEQ ID NO: 148) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 40) de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 10D2-2. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 41), CDR2 (SEQ ID NO: 42) y CDR3 (SEQ ID NO: 43) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 10B muestra la secuencia de nuclettidos (SEQ ID NO: 150) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 48) de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 10D2-2. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 49), CDR2 (SEQ ID NO: 50) y CDR3 (SEQ ID NO: 51) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 11A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 151) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 52) de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 11A6-1. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 53), CDR2 (SEQ ID NO: 54) y CDR3 (SEQ ID NO: 55) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 11B muestra la secuencia de nuclettidos (SEQ ID NO: 152) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 56) de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 11A6-1. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 57), CDR2 (SEQ ID NO: 58) y CDR3 (SEQ ID NO: 59) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 12A muestra la secuencia de nucleotidos (SEQ ID NO: 153) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 60) de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 24H2-1. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 61), CDR2 (SEQ ID NO: 62) y CDR3 (SEQ ID NO: 63) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 12B muestra la secuencia de nuclettidos (SEQ ID NO: 154) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 64) de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 24H2-1. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 65), CDR2 (SEQ ID NO: 66) y CDR3 (SEQ ID NO: 67) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 13A muestra la secuencia de nuclettidos (SEQ ID NO: 155) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 68) de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 5F8-1. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 69), CDR2 (SEQ ID NO: 70) y CDR3 (SEQ ID NO: 71) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 13B muestra la secuencia de nuclettidos (SEQ ID NO: 156) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 72) de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 5F8-1. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 73), CDR2 (SEQ ID NO: 74) y CDR3 (SEQ ID NO: 75) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 14A muestra la secuencia de nucleotidos (SEQ ID NO: 155) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 68) de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 5F8-2. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 69), CDR2 (SEQ ID NO: 70) y CDR3 (SEQ ID NO: 71) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 14B muestra la secuencia de nuclettidos (SEQ ID NO: 157) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 76) de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 5F8-2. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 77), CDR2 (SEQ ID NO: 78) y CDR3 (SEQ ID NO: 79) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 15A muestra la secuencia de nucleotidos (SEQ ID NO: 155) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 68) de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 5F8-3. Se definen las
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regiones CDR1 (SEQ ID NO: 69), CDR2 (SEQ ID NO: 70) y CDR3 (SEQ ID NO: 71) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 15B muestra la secuencia de nuclettidos (SEQ ID NO: 242) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 238) de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 5F8-3. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 239), CDR2 (SEQ ID NO: 240) y CDR3 (SEQ ID NO: 241) y se indican las
derivaciones de la linea germinal V, D y J.

La Figura 16A muestra la secuencia de nuclettidos (SEQ ID NO: 158) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 80) de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 6E11-1. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 81), CDR2 (SEQ ID NO: 82) y CDR3 (SEQ ID NO: 83) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 16B muestra la secuencia de nuclettidos (SEQ ID NO: 159) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 84) de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 6E11-1. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 85), CDR2 (SEQ ID NO: 86) y CDR3 (SEQ ID NO: 87) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 17A muestra la secuencia de nuclettidos (SEQ ID NO: 160) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 88) de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 7A11-1. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 89), CDR2 (SEQ ID NO: 90) y CDR3 (SEQ ID NO: 91) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 17B muestra la secuencia de nuclettidos (SEQ ID NO: 161) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 92) de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 7A11-1. Se definen las
regiones CDR1 (SEQ ID NO: 93), CDR2 (SEQ ID NO: 94) y CDR3 (SEQ ID NO: 95) y se indican las derivaciones
de la linea germinal V, D y J.

La Figura 18 muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 189) de la cadena pesada del anticuerpo anti-
CD73 CD73.4-1IgG2CS-IgG1.1f, y su region variable, CDR 1, 2 y 3, dominios CH1, bisagra, CH2 y CH3.

La Figura 19 muestra los datos del sensorgrama SPR para la uniéon de humana-CD73-his 600, 200, 66,7, 22,2,
7,4,y 2,5 nM (lineas anchas) o cyno-CD73-his (lineas finas) a CD73.4-lgG2-C219S-IgG1.1f capturado sobre una
superficie de proteina A inmovilizada a 25 °C.

Las Figuras 20A1 y 20A2 muestran la union de los anticuerpos 11F11, CD73.4 y CD73.10 con las regiones
constantes de la cadena pesada indicadas a células Calu6 CD73 positivas humanas (linea celular del
adenocarcinoma pulmonar humano).f

Las Figuras 20B1 y 20B2 muestran la union de los anticuerpos 11F11, CD73.4 y CD73.10 con las regiones
constantes de la cadena pesada indicadas a células DMS114 CD73 negativas humanas (linea celular del
carcinoma de pulmoén de célula pequena).

Las Figuras 20C1 y 20C2 muestran la unién de los anticuerpos 11F11, CD73.4 y CD73.10 con las regiones
constantes de la cadena pesada indicadas a células CHO CD73 cyno positivas.

Las Figuras 20D1 y 20D2 muestran la unién de los anticuerpos 11F11, CD73.4 y CD73.10 con las regiones
constantes de la cadena pesada indicadas a células CHO-K1 CD73 positivas cyno.

La Figura 20E muestra la unién de los anticuerpos indicados a los linfocitos T de los donantes D1y D2.

La Figura 20F muestra la unién de los anticuerpos indicados a los linfocitos T de los donantes D1 y D2.

Las Figuras 21A1 y 21A2.muestran la inhibicién de la actividad enzimatica de CD73 humana unida a perla por los
anticuerpos anti-CD73 11F11, CD73.4 y CD73.10 con las regiones constantes de la cadena pesada indicadas.
Todos los anticuerpos inhibieron la actividad enzimatica de CD73 humana.

Las Figuras 21B1 y 21B2.muestran la inhibiciéon de la actividad enzimatica de CD73 cyno unida a perla por los
anticuerpos anti-CD73

11F11, CD73.4 y CD73.10 con las regiones constantes de la cadena pesada indicadas. Todos los anticuerpos
inhibieron la actividad enzimatica de CD73 cyno.

Las Figuras 22A1 y 22A2 muestran la inhibicién enzimatica de CD73 en células Calu6 CD73 positivas por los
anticuerpos 11F11, CD73.4 y CD73.10 con las regiones constantes de la cadena pesada indicadas. Todos los
anticuerpos inhibieron la actividad enzimatica de CD73 en estas células.

Las Figuras 22B1 y 22B2 muestran la inhibicion enzimatica de CD73 en células DMS-114 CD73 negativo por los
anticuerpos 11F11, CD73.4 y CD73.10 con las regiones constantes de la cadena pesada indicadas.

La Figura 22C muestra los valores CE50 e Ymax de la inhibicién de la actividad de CD73 enddgena por los
fragmentos F(ab'); de 11F11 y 11F11, como se determina en el ensayo de cAMP usando células Calu-6 y
HEK/A2R. La Figura 22C también muestra los valores de CE50 e Ymax de 11F11 y fragmentos F(ab'), de 11F11
en un ensayo de internalizacion de Calu-6. La Figura muestra que un fragmento Fab de 11F11 esta inactivo en
estos dos ensayos.

La Figura 22D muestra el trascurso temporal de la produccidon de adenosina a partir de células Calu6 con el
anticuerpo 11F11 0 4C3, como se mide mediante LC/MS/MS, indicando que la inhibiciéon enzimatica de CD73 por
el anticuerpo 11F11 ocurre mas rapidamente que por el anticuerpo 4C3.

La Figura 23A muestra las cinéticas de la internalizacion de CD73 mediada por anticuerpo por los siguientes
anticuerpos: anticuerpos 11F11, 4C3, 6D11, CD73.3-IgGlLIf con la cadena ligera 4C3Vkl ("3-Vh-hHC-
IgG1.1f/4C3Vk1"), CD73.4-1I9G2CS con la cadena ligera Vk2 de 11F11 ("4-Vh-hHC-IgG2-C219S/11F11-Vk2"),
CD73.10-IgG2CS ("CD73.10-Vh-hHC-1gG2-C219S"), CD73.10-1gG2CS-1gG1.1f ("CD73.10-Vh-hHC-1gG2-C219S-
IgG1.1f"), y CD73.10-1gG1.1f ("CD73.10-Vh-hHC-IgG1.1f") en células H2228. Los anticuerpos 11F11 (el cual es
de un isotipo 1gG2), CD73.4-IgG2CS, CD73.10-IgG2CS y CD73.10-IgG2CS-IgG1.1f se internalizan mas
rapidamente y a un mayor grado que los otros anticuerpos ensayados, los cuales son de un isotipo IgG1.
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La Figura 23B muestra las cinéticas de la internalizacion de CD73 mediada por anticuerpo de los mismos
anticuerpos que los mostrados en la Figura 23A en células HCC15 (linea celular del carcinoma de células no
pequefias de pulmoén), mostrando resultados similares a los obtenidos en las células H2228 (linea celular del
carcinoma de células no pequefias de pulmon).

La Figura 23C muestra las cinéticas de la internalizacién de CD73 mediada por anticuerpo de los mismos
anticuerpos que los mostrados en las Figuras 23A y 23B, asi como CD73.11-1I9G2CS ("11-Vh-hVC-lgG2-
C2198"), en células Calu6, mostrando resultados similares a los obtenidos en las células H2228 y HCC15.

La Figura 23D muestra las cinéticas de la internalizacién de CD73 mediada por anticuerpo de los mismos
anticuerpos que los mostrados en la Figura 23C en células NCI-2030 (linea celular del carcinoma de células no
pequefas de pulmén), mostrando resultados similares a los obtenidos en células H2228, HCC15 y Calu6.

La Figura 23E muestra las cinéticas de la internalizacién de CD73 mediada por anticuerpo de los anticuerpos
indicados en células Calu6, como se mide mediante citometria de flujo.

La Figura 23F muestra las cinéticas de la internalizacion de CD73 mediada por anticuerpo de los anticuerpos
indicados en células NCI-H292 (linea celular del carcinoma pulmonar mucoepidermoide), como se mide
mediante citometria de flujo, pero en la que los anticuerpos no se lavaron después de la primera incubacion de
las células con los anticuerpos.

La Figura 23G muestra el porcentaje de CD73 internalizada en células Calu6 tratadas con los anticuerpos
indicados, mostrando internalizaciéon de CD73 mediada por anticuerpo de los anticuerpos indicados en células
Calu6 con el paso del tiempo.

La Figura 23H muestra el porcentaje de CD73 internalizada en células NCI-H292 tratadas con los anticuerpos
indicados con el paso del tiempo, mostrando internalizacién de CD73 mediada por anticuerpo de los anticuerpos
indicados en células NCI-H292 con el paso del tiempo.

La Figura 23| muestra el porcentaje de CD73 internalizada en células SNU-C1 (linea celular del carcinoma de
colén) tratadas con los anticuerpos indicados con el paso del tiempo, mostrando internalizacion de CD73
mediada por anticuerpo de los anticuerpos indicados en células SNU-C1 con el paso del tiempo.

La Figura 23J muestra el porcentaje de CD73 internalizada en células NCI-H1437 (linea celular del carcinoma de
pulmoén) de células no pequefas tratadas con los anticuerpos indicados con el paso del tiempo, mostrando
internalizacion de CD73 mediada por anticuerpo de los anticuerpos indicados en células NCI-H1437 con el paso
del tiempo.

La Figura 23K muestra el porcentaje de CD73 internalizada en células Calu6 tratadas con los anticuerpos
indicados con el paso del tiempo, mostrando internalizacién de CD73 mediada por anticuerpo de los anticuerpos
indicados en células Calu6 con el paso del tiempo.

La Figura 23L muestra el porcentaje de CD73 internalizada en células NCI-H292 tratadas con los anticuerpos
indicados con el paso del tiempo, mostrando internalizacién de CD73 mediada por anticuerpo de los anticuerpos
indicados en células Calu6 con el paso del tiempo.

La Figura 23M muestra el nivel de CD73 sobre la superficie de células Calu6 tratadas con 5 pg/ml de los
anticuerpos indicados durante 0, 5, 15 o 30 minutos.

La Figura 24A muestra secciones de tumor de xenoinjerto de animales recogidas 4 dias después del tratamiento
de los animales con un anticuerpo control y tefiidas para la actividad enzimatica de CD73. Las secciones
muestran un color marrén denso, indicando actividad enzimatica de CD73.

La Figura 24B muestra secciones de tumor de xenoinjerto de animales recogidas 1 dia después del tratamiento
de los animales con el anticuerpo 11F11 y tefiidas para la actividad enzimatica de CD73. Las secciones
muestran significativamente menos color marrén en relacion con las secciones de tumor control mostradas en la
Figura 24A, indicando inhibicién in vivo de la actividad enzimatica de CD73 por CD73.10-IgG2CS-IgG1.1f tan
pronto como 1 dia después del comienzo del tratamiento.

La Figura 24C muestra secciones de tumor de xenoinjerto de animales recogidas 2 dias después del tratamiento
de los animales con CD73.10-IgG2CS-IgG1.1f y tefiidas para la actividad enzimatica de CD73. Las secciones
muestran significativamente menos color marrén en relacion con las secciones de tumor control mostradas en la
Figura 24A y en relacion con las secciones de tumor después de 1 dia de tratamiento de los animales con
CD73.10-19G2CS-1gG1.1f, indicando inhibicién in vivo de la actividad enzimatica de CD73 por CD73.10-1IgG2CS-
IgG1.1f al menos 2 dias después del comienzo del tratamiento.

La Figura 24D muestra secciones de tumor de xenoinjerto de animales recogidas 3 dias después del tratamiento
de los animales con CD73.10-IgG2CS-IgG1.1f y tefiidas para la actividad enzimatica de CD73. Las secciones
muestran significativamente menos color marrén en relacién con las secciones de tumor control mostradas en la
Figura 24A, indicando inhibicidon in vivo de la actividad enzimatica de CD73 por CD73.10-IgG2CS-IgG1.1f al
menos 3 dias después del comienzo del tratamiento.

La Figura 24E muestra secciones de tumor de xenoinjerto de animales recogidas 7 dias después del tratamiento
de los animales con CD73.10-IgG2CS-IgG1.1f y tefiidas para la actividad enzimatica de CD73. Las secciones
muestran significativamente menos color marrén en relacion con las secciones de tumor control mostradas en la
Figura 24A, indicando inhibicidon in vivo de la actividad enzimatica de CD73 por CD73.10-IgG2CS-IgG1.1f al
menos 7 dias después del comienzo del tratamiento.

La Figura 24F muestra un trascurso temporal de la actividad enzimatica de CD73 humana en tumores SNUC1 en
ratones xenoinjerto tratados con un anticuerpo control (no CD73) o con 1 mg/kg, 3 mg/kg o 10 mg/kg CD73.4-
IgG2CS-IgG1.1f, mostrando que el anticuerpo anti-CD73 reduce eficazmente la actividad enzimatica de CD73 en
los tumores del ratdn xenoinjerto.

La Figura 25A muestra niveles de la actividad enzimatica de CD73 de ratdn en las secciones de tumor control de
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ratones Balb/c portadores de tumores 4T1 singeneicos y migG control.

La Figura 25B muestra secciones tumor (4T1 dias 1-7) de ratones Balb/c portadores de tumores 4T1 singenéicos
subcutaneamente tratados con anticuerpo anti-CD73 de ratéon TY23, mostrando que TY23 inhibe la inhibicién
enzimatica de CD73 in vivo.

La Figura 26A muestra el nivel de bloqueo cruzado de 4C3 por los anticuerpos anti-CD73 4C3, 7A11, 6E11, 5F8,
4C3, 11F11 y 11A6 determinado mediante citometria de flujo.

La Figura 26B muestra el nivel de bloqueo cruzado de 11F11 por los anticuerpos anti-CD73 4C3, 7A11, 6E11,
5F8, 4C3, 11F11 y 11A6 determinado mediante citometria de flujo.

La Figura 27A muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 283) de CD73 humana y las regiones de
interaccion con CD73.4-IgG2CS-IgG1.1f, las cuales estan representadas en un gris mas oscuro. A mayor
interaccion, mas oscuro es el gris.

La Figura 27B muestra un modelo de la interaccién entre una proteina CD73 humana dimérica y CD73.4-
IgG2CS-IgG1.1f.

La Figura 28A muestra un modelo cristalografico de la interaccion entre CD73 humana y el fragmento 11F11Fab'.
La Figura 28B muestra un modelo de una estructura compuesta de dos complejos de CD73 humana con 11F11.
La Figura 28C muestra un modelo de la interaccion entre CD73 humana y el fragmento 11F11.

La Figura 28D muestra un modelo de la interaccion entre 11F11 y CD73 humana.

La Figura 29A muestra los datos de SEC-MALS para complejos humanos de CD73 y anticuerpo. "CD73.4-hybrid"
se refiere a CD73.4-IgG2CS-IgG1.1f.

La Figura 29B muestra los datos de DLS para complejos humanos de CD73 y anticuerpo.

La Figura 30A muestra los datos del cromatograma SEC para los complejos de hCD73-his con el anticuerpo
CD73.4 que contiene diferentes regiones constantes, mostrando el efecto de una bisagra de IgG2 y el dominio
CH1 en el tamafio de los complejos anticuerpo/antigeno.

La Figura 30B muestra los datos de DLS para los complejos de hCD73-his con el anticuerpo CD73.4 que
contiene diferentes regiones constantes, mostrando el efecto de una bisagra de IgG2 y el dominio CH1 en el
tamafio de los complejos anticuerpo/antigeno.

La Figura 30C muestra los datos de MALS para los complejos de hCD73-his con el anticuerpo CD73.4 que
contiene diferentes regiones constantes, mostrando el efecto de una bisagra de IgG2 y el dominio CH1 en el
tamafio de los complejos anticuerpo/antigeno.

La Figura 30D muestra un modelo esquematico de los complejos hCD73-his/mAb derivados de las masas
determinadas por MALS en la Figura 30C.

La Figura 30E muestra que complejos de mayor orden estan afectados por la regiéon CH1. Los histogramas
muestran el % area bajo los picos 1y 2, mostrados en la grafica, para cada construccion.

La Figura 31 muestra el porcentaje de internalizacion de CD73 mediada por anticuerpo a 1, 4 o 21 horas
después de la adicién de cada uno de los anticuerpos mostrados. Las barras para cada anticuerpo se muestran
en el orden de 21 horas (a la izquierda), 4 horas (en el medio) y 1 hora (derecha).

La Figura 32A muestra una superposicion de los datos del cromatograma SEC para los complejos 1:1 molar de
hCD73-his con 16 anticuerpos CD73.4 diferentes que contienen diferentes secuencias de region constante.

La Figura 32B muestra una expansion de los datos del cromatograma desde 11 - 19,5 min del cromatograma de
la Figura 32A, con 4 especies de dilucion distintas indicadas.

La Figura 32C muestra el porcentaje del area de la sefial del cromatograma por UV para el pico 2 de la Figura
32B, trazado para los 16 complejos anticuerpo/CD73-his diferentes. Los datos estan ordenados desde la
izquierda a la derecha en orden de incremento del area del pico.

La Figura 33 muestra la unién del anticuerpo a proteinas FcyR-his capturadas por anti-his Fab. Las respuestas
de la unién estan trazadas en la grafica como un porcentaje de la Rmax tedérica asumiendo una estequiometria
de unién mAb:FcyR 1:1. Las barras para cada anticuerpo se muestran en el orden proporcionado por las
leyendas de color en la parte de abajo de la diapositiva.

La Figura 34 muestra la unién del anticuerpo a proteinas FcgR-his capturadas por anti-his Fab. Las respuestas
de la unién estan trazadas en la grafica como un porcentaje de la Rmax tedrica asumiendo una estequiometria
de unién mAb:FcyR 1:1. Las barras para cada anticuerpo se muestran en el orden proporcionado por las
leyendas de color en la parte de abajo de la diapositiva.

La Figura 35 muestra un alineamiento de las secuencias VH y VL de diversos anticuerpos anti-CD73. Las
secuencias de VH y VL CDR1, CDR2 y CDR3 estan en negrita.

Descripcion detallada

En el presente documento se describen anticuerpos aislados, particularmente anticuerpos monoclonales, por
ejemplo, anticuerpos monoclonales humanos, los cuales se unen especificamente a CD73 de ese modo reducen la
actividad de CD73 ("anticuerpos anti-CD73 antagonistas"). En determinadas realizaciones, los anticuerpos descritos
en el presente documento se derivan de secuencias particulares de la linea germinal de la cadena pesada y ligera
y/o comprenden caracteristicas estructurales particulares tales como regiones CDR que comprenden secuencias
particulares de aminoacidos. En el presente documento se proporcionan anticuerpos aislados, métodos de
produccion de tales anticuerpos, inmunoconjugados y moléculas biespecificas que comprenden tales anticuerpos, y
composiciones farmacéuticas formuladas para contener los anticuerpos. En el presente documento también se
proporcionan métodos de uso de los anticuerpos para reducir el crecimiento del tumor, solos o en combinacion con
otros agentes terapéuticos (por ejemplo, anticuerpos) y/o terapias de cancer. Por consiguiente, los anticuerpos anti-
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CD73 descritos en el presente documento se pueden usar en un tratamiento en una amplia diversidad de
aplicaciones terapéuticas, incluyendo, por ejemplo, inhibicién del crecimiento tumoral, inhibiciéon de la metastasis, y
aumento de una respuesta inmunitaria frente a un tumor.

Definiciones

Con el fin de que se pueda entender mas facilmente la presente divulgacion, se definen previamente determinadas
expresiones. Se exponen definiciones adicionales a lo largo de la descripcion detallada.

La expresion "Grupo de Diferenciacion 73" o "CD73" como se usa en el presente documento se refiere a una enzima
(nucleotidasa) capaz de convertir los nucléosido 5' monofosfatos extracelulares a nucledsidos, concretamente
adenosin monofosfato (AMP) a adenosina. CD73 normalmente se encuentra como un dimero anclado a la
membrana celular a través de un enlace de glicosilfosfatidilinositol (GPI), tiene actividad ecto-enzimatica y juega un
papel en la transduccion de la sefial. La funcion principal de CD73 es su conversion de nucleétidos extracelulares
(por ejemplo, 5'-AMP) a adenosina, una molécula altamente imunosupresora. Por tanto, ecto-5'-nucleotidasa cataliza
la desfosforilacion de los ribo- y desoxirribonucleotidasa monofosfatos de purina y pirimidina al correspondiente
nucledsido. Aunque CD73 tiene amplia especificidad de sustrato, prefiere ribonucledsidos de purina.

CD73 también es referido como ecto-5'-nucleasa (ecto-5'NT, EC 3.1.3.5). El término "CD73" incluye cualquier
variante o isoforma de CD73 que se expresa de forma natural por las células. Por consiguiente, los anticuerpos
descritos en el presente documento reaccionan con CD73 de especies distintas a la humana (por ejemplo CD73
cynomolgus). Como alternativa, los anticuerpos pueden ser especificos a CD73 humana y pueden presentar
cualquier reactividad cruzada con otras especies. CD73 o cualquiera de sus variantes e isoformas, se pueden aislar
de células o tejidos que las expresan de forma natural o se producen de manera recombinante usando técnicas bien
conocidas en la técnica y/o las descritas en el presente documento.

Se han identificado dos isoformas de CD73 humana, las cuales comparten las mismas porciones N-terminal y C
terminal. La isoforma 1 (N.° de acceso NP_002517.1; SEQ ID NO: 1) representa la proteina mas larga, que consiste
en 574 aminoacidos y 9 exones. La isoforma 2 (N.° de acceso NP_001191742.1; SEQ ID NO: 2) codifica una
proteina mas corta, que consiste en 524 aminoacidos, que carece de los aminoacidos 404-453. La Isoforma 2 carece
de una alterno en el exén del marco de lectura dando como resultado una transcripcién con solamente 8 exones,
pero con las mismas secuencias N-terminal y C-terminal.

La secuencia de la proteina CD73 de cynomolgus (cyno) esta proporcionada como SEQ ID NO: 3. Los términos
cynomolgus y cyno ambos se refieren a la especies Macaca fascicularis y se usan de manera intercambiable por
toda la memoria.

El término "anticuerpo” como se usa en el presente documento puede incluir anticuerpos completos y cualquier
fragmento de unién a antigeno (es decir, la "porcion de unién a antigeno") o cadenas sencillas de los mismos. Un
"anticuerpo" se refiere, en una realizacion, a una glicoproteina que comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y
dos cadenas ligera (L) interconectadas por enlaces disulfuro, o una porcion de union a antigeno de las mismas.
Cada cadena pesada esta comprendida por una region variable de la cadena pesada (abreviado en el presente
documento como Vy) y una region constante de la cadena pesada. En ciertos anticuerpos IgG, IgD e IgA de origen
natural, la region constante de la cadena pesada estd comprendida por tres dominios, CH1, CH2 y CH3. En
determinados anticuerpos de origen natural, cada cadena ligera estd comprendida por una region variable de la
cadena ligera (abreviada en el presente documento como V) y una region constante de la cadena ligera. La region
constante de la cadena ligera esta comprendida por un dominio, CL. Las regiones Vu y V. pueden subdividirse
ademas en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDR),
intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones marco (FR). Cada Vy y V. esta
compuesta por tres CDR y cuatro FR, dispuestos desde el extremo amino hasta el extremo carboxilo en el siguiente
orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras
contienen un dominio de unién que interacciona con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos
pueden mediar la unién de la inmunoglobulina a los tejidos o factores del huésped, incluyendo diversas células del
sistema inmunitario (por ejemplo, células efectoras) y el primer componente (Clq) del sistema del complemento
clasico.

La cadena pesada de un anticuerpo puede o no puede contener una lisina (k) terminal o una glicina y lisina (GK)
terminal. Por tanto, cualquier secuencia de la cadena pesada y secuencia de la region constante de la cadena
pesada proporcionadas en el presente documento pueden terminar en GK o G, o carecer K o GK, a pesar de lo cual
estan provistas del ultimo aminoacido de la secuencia. Esto es debido a que la lisina terminal y algunas glicina y
lisina se escinden durante la expresion del anticuerpo.

Los anticuerpos generalmente se unen especificamente a su antigeno afin con alta afinidad, reflejado por una
constante de disociacion (Kp) de 107 a 10" M o menos. Cualquier Kp mayor que aproximadamente 10€ M
generalmente se considera que indica union no especifica. Como se usa en el presente documento, un anticuerpo
que "se une especificamente” a un antigeno se refiere a un anticuerpo que se une al antigeno y a antigenos
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sustancialmente idénticos con alta afinidad, lo que significa que tiene una Kp de 107 M o menos, preferentemente
108 M o0 menos, incluso mas preferentemente 5 x 10° M, y lo mas preferentemente entre 108 M y 10-'© M o0 menos,
pero no se une con alta afinidad a antigenos no relacionados. Un antigeno es "sustancialmente idéntico" a un
antigeno dado si presenta un alto grado de identidad de secuencia al antigeno dado, por ejemplo, si presenta al
menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 97 % o al menos un 99 % o mas de identidad de
secuencia a la secuencia del antigeno dado. A modo de ejemplo, un anticuerpo que se une especificamente a CD73
humana también puede reaccionar de manera cruzada con CD73 de ciertas especies de primate no humano (por
ejemplo, mono cynomolgus), pero no puede reaccionar de manera cruzada con CD73 de otras especies, o con un
antigeno distinto a CD73.

Una inmunoglobulina puede ser de cualquiera de los isotipos comuUnmente conocidos, incluyendo, pero sin
limitacion, IgA, IgA secretora, IgG e IgM. El isotipo IgG se divide en subclases en ciertas especies: IgG1, IgG2, IgG3
e IgG4 en seres humanos, e IgG1, 1IgG2a, IgG2b y IgG3 en ratones. En determinadas realizaciones, los anticuerpos
anti-CD73 descritos en el presente documento son del subtipo IgG1 o IgG2. Las inmunoglobulinas, por ejemplo,
IgG1 humana, existen en diversos alotipos, los cuales difieren unos de otros en como mucho unos pocos
aminoacidos. "Anticuerpo” puede incluir, a modo de ejemplo, tanto anticuerpos de origen natural como de no origen
natural; anticuerpos monoclonales y policlonales; anticuerpos quiméricos y humanizados; anticuerpos humanos y no
humanos; anticuerpos completamente sintéticos; y anticuerpos de cadena Unica.

La expresion "porcion de union al antigeno" de un anticuerpo, como se usa en el presente documento, se refiere a
uno o mas fragmentos de un anticuerpo que conservan la capacidad de unirse especificamente a un antigeno (por
ejemplo, CD73 humana). Se ha demostrado que la funcion de unién a antigeno de un anticuerpo se puede realizar
por fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Ejemplos de fragmentos de unién abarcados por la expresion
"porcion de unidn a antigeno" de un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente
documento, incluyen (i) un fragmentos Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios V., Vi, CL y
CH1; (ii) un fragmento F(ab'),, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente
disulfuro en la region bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste en los dominios Vy y CH1; (iv) un fragmento Fv que
consiste en los dominios V| y Vy de un solo brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward et al. (1989) Nature
341:544-546), que consiste en un dominio Vy; y (vi) una region determinante de la complementariedad (CDR)
aislada o (vii) una combinacién de dos o mas CDR aisladas que opcionalmente pueden estar unidas por un
enlazador sintético. Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, V. y Vy, estan codificados por genes
separados, se pueden unir, usando métodos recombinantes, por un enlazador sintético que les permite formarse
como una sola cadena de proteina en la que las regiones V. y Vu se emparejan para formar moléculas
monovalentes conocidas como Fv de cadena sencilla (scFv); véanse, por ejemplo, Bird et al. (1988) Science
242:423-426; y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 85:5.879-5.883). También se pretende que tales
anticuerpos de cadena sencillas estén abarcados por la expresion "porcién de unién a antigeno" de un anticuerpo.
Estas y otras construcciones potenciales se describen en Chan & Carter (2010) Nat. Rev. Immunol. 10:301. Estos
fragmentos de anticuerpo se obtienen usando técnicas convencionales conocidas por los expertos en la materia y
los fragmentos se seleccionan en funcién de su utilidad de la misma manera que los anticuerpos intactos. Las
porciones de union a antigeno se pueden producir mediante técnicas de ADN recombinante, o mediante escision
enzimatica o quimica de inmunoglobulinas intactas.

Un "anticuerpo biespecifico" o "bifuncional" es un anticuerpo hibrido artificial que tiene dos pares de cadena
ligera/pesada diferentes, dando lugar a dos sitios de unién a antigeno con especificidad para antigenos diferentes.
Los anticuerpos biespecificos se pueden producir mediante varios métodos que incluyen la fusion de hibridomas o la
union de los fragmentos Fab’. Véase, por ejemplo, Songsivilai y Lachmann, Clin. Exp. Immunol. 79:315-321 (1990);
Kostelny et al., J. Immunol. 148, 1.547-1.553 (1992).

La expresion "anticuerpo monoclonal”, como se usa en el presente documento, ser refiere a un anticuerpo que
muestra una especificidad de unién Unica y afinidad para un epitopo particular o una composicién de anticuerpos en
los que todos los anticuerpos muestran una especificidad de unién Unica y afinidad para un epitopo particular.
Generalmente, tales anticuerpos monoclonales se derivaran de una célula Unica o acido nucleico que codifica el
anticuerpo, y se propagara sin introducir de manera intencionada cualquier alteracion de la secuencia. Por
consiguiente, la expresion "anticuerpo monoclonal humano" se refiere a un anticuerpo monoclonal que tiene
regiones variables y opcionales constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal
humanas. En una realizacion, los anticuerpos monoclonales humanos se producen por un hibridoma, por ejemplo,
obtenido fusionando un linfocito B obtenido de un animal no humano transgénico o transcromosoémico (por ejemplo,
un ratén transgénico que tiene un genoma que comprende un transgen de la cadena pesada humana y un transgen
de la cadena ligera), a una célula inmortalizada.

La expresidon "anticuerpo humano recombinante”, como se usa en el presente documento, incluye todos los
anticuerpos humanos que se preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tales como (a)
anticuerpos aislados de un animal (por ejemplo, un ratén) que es transgénico o transcromosémico para genes de
inmunoglobulina humana o un hibridoma preparado a partir de los mismos (descrito mas adelante), (b) anticuerpos
aislados de una célula hospedadora transformada para expresar el anticuerpo, por ejemplo, a partir de un
transfectoma, (c) anticuerpos aislados de un recombinante, genoteca de anticuerpo humano combinatoria, y (d)
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anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados por cualquier otro medio que implique el corte y empalme
de secuencias génicas de inmunoglobulina humana a otras secuencias de ADN. Tales anticuerpos humanos
recombinantes comprenden regiones variables y constantes que utilizan secuencias de inmunoglobulina de la linea
germinal humana particular y son codificadas por los genes de la linea germinal, pero incluyen reordenamientos y
mutaciones posteriores que ocurren, por ejemplo, durante la maduraciéon del anticuerpo. Como es conoce en la
técnica (véase, por ejemplo, Lonberg (2005) Nature Biotech. 23(9): 1.117-1.125), la regién variable contiene el
dominio de union a antigeno, el cual es codificado por diversos genes que se disponen para formar un anticuerpo
especifico a un antigeno extrafio. Ademas del reordenamiento, la regidon variable ademas se puede modificar por
multiples cambios de aminoacido Unico (referidos como mutacién somatica o hipermutacion) para incrementar la
afinidad del anticuerpo al antigeno extrafio. La regidon constante cambiara en respuesta adicional a un antigeno (es
decir, cambio de isotipo). Por lo tanto, las secuencias de acidos nucleicos reorganizadas y somaticamente mutadas
que codifican los polipéptidos de la inmunoglobulina de la cadena ligera y la cadena pesada en respuesta a un
antigeno pueden ser idénticas a las secuencias de la linea germinal original, pero en lugar de ello seran
sustancialmente idénticas o similares (es decir, tienen al menos un 80 % de identidad).

Un anticuerpo "humano" (HuMADb) se refiere a un anticuerpo que tiene regiones variables en el que tanto el marco
como las regiones CDR derivan de secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana. Ademas, si el
anticuerpo contiene una region constante, la regién constante también se deriva de las secuencias de
inmunoglobulina de la linea germinal humana. Los anticuerpos descritos pueden incluir restos de aminoacidos no
codificados por secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas
por mutagénesis aleatoria o especificas a sitio in vitro o por mutacion somatica in vivo). Sin embargo, la expresion
"anticuerpo humano", como se usa en el presente documento, no pretende incluir anticuerpos en los que las
secuencias CDR derivadas de la linea germinal de otra especie de mamifero, tal como de un ratén, se han injertado
en secuencias marco humanas. Las expresiones anticuerpos "humanos" y anticuerpos "completamente humanos"
se usan como sindénimos.

Un anticuerpo "humanizado" se refiere a un anticuerpo en el que algunos, la mayoria o todos los aminoacidos fuera
de los dominios CDR de un anticuerpo no humano se reemplazan por los aminoacidos correspondientes derivados
de las inmunoglobulinas humanas. En una realizacion de una forma humanizada de un anticuerpo, algunos, la
mayoria o todos los aminoacidos fuera de los dominios CDR se han reemplazado por aminoacidos de las
inmunoglobulinas humanas, mientras que algunos, la mayoria o todos los aminoacidos dentro de una o mas
regiones CDR no cambian. Pequefias adiciones, deleciones, inserciones, sustituciones o modificaciones de
aminoacidos son permisibles siempre que no anulen la capacidad del anticuerpo de unirse a un antigeno particular.
Un anticuerpo "humanizado" conserva una especificidad antigénica similar a la del anticuerpo original.

Un "anticuerpo quimérico" se refiere a un anticuerpo en el que las regiones variables se derivan de una especie y las
regiones constantes se derivan de otra especie, tal como un anticuerpo en el que las regiones variables se derivan
de un anticuerpo de ratén y las regiones constantes derivan de un anticuerpo humano.

Una "region constante de la cadena pesada modificada" se refiere a una region constante de la cadena pesada que
comprende los dominios constantes CH1, bisagra, CH2 y CH3, en los que uno o mas de los dominios constantes
son de un isotipo diferente (por ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4). En determinadas realizaciones, la region
constante modifica incluye un dominio CH1 de IgG2 humana y una bisagra de IgG2 humana fusionado con un
dominio CH2 de IgG1 humana y un dominio CH3 de IgG1 humana. En determinadas realizaciones, tales regiones
constantes modificadas también incluyen modificaciones de aminoacidos dentro de uno o mas de los dominios en
relacion con la secuencia de aminoacidos tipo silvestre.

Cuando se hace referencia en el presente documento a un anticuerpo como "CD73.3" o "CD73.4" sin indicar la
identidad de la region constante, a menos que se indique lo contrario, se refiere a anticuerpos que tiene las regiones
variables de CD73.3 o CD73.4, respectivamente, con cualquier region constante descrita en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, "isotipo" se refiere a la clase de anticuerpo (por ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3,
IgG4, IgM, IgA1, IgA2, IgD, e IgE) que se codifica por los genes de la region constante de la cadena pesada.

"Alotipo" se refiere a variantes de origen natural dentro de un grupo de isotipo especifico, cuyas variantes difieren en
unos pocos aminoacidos (véase, por ejemplo, Jefferis et al. (2009) mAbs 1:1). Los anticuerpos descritos en el
presente documento pueden ser de cualquier alotipo.

A menos que se especifique lo contrario en el presente documento, todos los nimeros de aminoacidos son segun el
indice de la UE del sistema Kabat (Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest,
Quinta edicién, U.S. Department of Health and Human Services, Publicacion de NIH N.° 91-3242).

Las frases "un anticuerpo que reconoce un antigeno" y "un anticuerpo especifico para un antigeno" se usan
indistintamente en el presente documento con el término "un anticuerpo que se une especificamente a un antigeno".

Un "anticuerpo aislado", como se usa en el presente documento, pretende referirse a un anticuerpo que esta

12



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2807 182 T3

sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen diferentes especificidades antigénicas (por ejemplo, un
anticuerpo aislado que se une especificamente a CD73 esta sustancialmente libre de anticuerpos que se unen
especificamente a antigenos distintos de CD73). Un anticuerpo aislado que se une especificamente a un epitopo de
CD73 puede, sin embargo, tener reaccion cruzada con otras proteinas CD73 de diferentes especies.

Como se usa en el presente documento, un anticuerpo que "inhibe CD73" se refiere a un anticuerpo que presenta
una funcion bioldgica y/o enzimatica de CD73. Estas funciones incluyen, por ejemplo, la capacidad de un anticuerpo
para inhibir la actividad enzimatica de CD73, por ejemplo, la produccion regulada por CD73 de adenosina o la
reduccion de la produccién de cAMP.

Como se usa en el presente documento, un anticuerpo que "internaliza" se refiere a un anticuerpo que cruza la
membrana celular tras la unién a un antigeno de superficie celular. La internalizacion incluye anticuerpo mediado por
receptor, por ejemplo, CD73, internalizacion. En algunas realizaciones, el anticuerpo "se internaliza" dentro de las
células que expresa CD73 a una tasa de T, igual a aproximadamente 10 min o inferior.

Una "funcién efectora" se refiere a la interaccion de una region Fc de anticuerpo con un receptor o ligando de Fc, o
un evento bioquimico que resulta de la misma. "Funciones efectoras" ilustrativas incluyen la uniéon de Clq,
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), unién a receptor de Fc, funciones efectoras mediadas por FcyR
tales como ADCC y fagocitosis mediada por célula dependiente de anticuerpo (ADCP) y regulacién por disminucion
de un receptor superficial celular (por ejemplo, el receptor de linfocito B; BCR). Tales funciones efectoras
generalmente requieren que la regién Fc se combine con un dominio de unién (por ejemplo, un dominio variable de
anticuerpo).

Un "receptor de Fc" o "FcR" es un receptor que se une a la regién Fc de una inmunoglobulina. Los FcR que se unen
a anticuerpo IgG comprenden receptores de la familia FcyR, incluyendo las variantes alélicas y las formas de corte y
empalme alternativo de estos receptores. La familia FcyR consiste en tres receptores activadores (FcyRlI, FcyRIll, y
FcyRIV en ratones; FcyRIA, FcyRIIA, y FcyRIIA en seres humanos) y uno inhibidor (FcyRIIB). Diversas
propiedades de los FcyR humanos se resumen en la Tabla 1. La mayoria de los tipos de célula efectora innata
expresan conjuntamente uno o mas FcyR activadores y el FcyRIIB inhibidor, mientras que los linfocitos citoliticos
naturales (NK) expresan selectivamente un receptor de Fc activadores (FcyRIIl en ratones y FcyRIIIA en seres
humanos) pero no el FcyRIIB inhibidor en ratones y seres humanos. La IgG1 humana se une a la mayoria de los
receptores de Fc humanos y se considera equivalente a IgG2a murina con respecto a los tipos de receptores de Fc
activadores a los que se unen.

Tabla 1. Propiedades de los FcyRs humanos
Fcy Variantes Afinidad para IgG humana Preferencia Distribucion celular
alélicas de isotipo

FcyRI Monocitos, macrofagos, neutréfilos
activados, células dendriticas?
FcyRIIA H131 Baja a media IgG1>3>2>4 | Neutréfilos, monocitos, macréfagos,
R131 Baja IgG1>3>4>2 eosinodfilos, células dendriticas,

plaquetas

no descrito | Alta (Kp aproximadamente 10 nM) | IgG1=3>4>>2

FcyRIIIA V158 Media IgG1=3>>4>2 I|nf00|:tos NK, monogltos,
macrofagos, mastocitos
. _ células, eosindfilos, células
F158 Baja IgG1=3>>4>2 dendriticas?
FcyRIIB 1232 Baja IgGI=3=4>2 | linfocitos B, monocitos, macréfagos,
T232 Baja lgG1=3=4>2 | células dendriticas, mastocitos

Una "bisagra", "dominio bisagra" o "regién bisagra" o region bisagra de anticuerpo” se refiere al dominio de una
region constante de la cadena pesada que une el dominio CH1 al dominio CH2 e incluye las porciones superiores,
medias, e inferiores de la bisagra (Roux et al. J. Immunol. 1998 161:4083). La bisagra proporciona niveles variantes
de flexibilidad entre las regiones de union y efectoras de un anticuerpo y también proporciona sitios para el enlace
disulfuro intermolecular entre las dos regiones constantes de region pesada. Como se usa en el presente
documento, una bisagra comienza en Glu216 y termina en Gly237 para los isotipos IgG (Roux et al., 1998 J.
Immunol. 161:4.083). Las secuencias de bisagras de IgG1 tipo silvestre, IgG2, 1IgG3 y IgG4 se muestran en las
Tablas 2y 31.

Tabla 2.
Aminodcidos de la regién bisagra
Tipo Ig Ch1* C-terminal Bisagra Superior Bisagra Media (SEQ ID NO)  Bisagra Inferior
(SEQ ID NO) (SEQ ID NO) (SEQ ID NO)
IgG1 VDKRYV (284) EPKSCDKTHT CPPCP (290) APELLGG (298)

(286)
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(continuacion)

Tipo Ig CH1* C-terminal  Bisagra Superior Bisagra Media (SEQ ID NO)  Bisagra Inferior
(SEQ ID NO) (SEQ ID NO) (SEQ ID NO)
1gG2 VDKTV (285) ERK CCVECPPCP (291) APPVAG (299)
IgG3 VDKRYV (284) ELKTPLGDTTHT  CPRCP APELLGG
(17-15-15-15) (287) (EPKSCDTPPPCPRCP); (292) (298)
IgG3 VDKRYV (284) ELKTPLGDTTHT = CPRCP APELLGG
(17-15-15) (287) (EPKSCDTPPPCPRCP), (293) (298)
IgG3 (17-15) VDKRYV (284) ELKTPLGDTTHT  CPRCP APELLGG (298)
(287) (EPKSCDTPPPCPRCP)1 (294)
IgG3 VDKRYV (284) EPKS (288) CDTPPPCPRCP APELLGG (298)
(15-15-15) (EPKSCDTPPPCPRCP); (295)
I9gG3 (15) VDKRYV (284) EPKS (288) CDTPPPCPRCP (296) APELLGG (298)
lgG4 VDKRYV (284) ESKYGPP (289) CPSCP (297) APEFLGG (298)

* secuencias de aminoacidos C-terminales de los dominios
CH1.

El término "bisagra" incluye bisagras tipo silvestre (tales como las expuestas en las Tablas 2 y 31), asi como
variantes de las mismas (por ejemplo bisagras de no origen natural o bisagras modificadas). Por ejemplo, la
expresion "bisagra de IgG2" incluye bisagra de 1gG2 tipo silvestre, como se muestra en la Tabla 2, y las variantes
que tienen 1, 2, 3, 4, 5, 1-3, 1-5, 3-5 y/o como mucho 5, 4, 3, 2 o 1 mutaciones, por ejemplo, sustituciones,
deleciones o adiciones. Variantes de bisagra de IgG2 ilustrativas incluyen bisagras de 1gG2 en las que 1, 2, 3 o
todas las 4 cisteinas (C219, C220, C226 y C229) se cambian a otro aminoacido. En una realizacién especifica, Una
bisagra de 1IgG2 comprende una sustitucion C219S. Una bisagra de IgG2 también puede comprender una sustitucion
en C220 o sustituciones en tanto C219 como una C220. Una bisagra de 1IgG2 puede comprender una sustitucion, la
cual sola, o junto con una o mas sustituciones en otras regiones de la cadena pesada o ligera causara que el
anticuerpo tome la forma A o B (véase, por ejemplo, Allen et al. (2009) Biochemistry 48:3.755). En determinados
aspectos descritos en el presente documento, una bisagra es una bisagra hibrida que comprende las secuencias de
al menos dos isotipos. Por ejemplo, una bisagra puede comprender la bisagra superior, media o inferior de un isotipo
y €l resto de la bisagra de uno u otro mas isotipos. Por ejemplo, una bisagra puede ser una bisagra 1gG2/IgG1, y
puede comprender, por ejemplo, las bisagras superior y media de IgG2 y la bisagra inferior IgG1. Una bisagra puede
tener funcion efectora o puede estar desprovista de funcion efectora. Por ejemplo, una bisagra inferior de 1gG1 tipo
silvestre proporciona funcion efectora.

La expresion "dominio CH1" se refiere a la region constante de la cadena pesada que une el dominio variable a la
bisagra en un dominio constante de la cadena pesada. Como se usa en el presente documento, el dominio CH1
comienza en A118 y termina en V215. La expresion "dominio CH1" incluye dominios CH1 tipo silvestre (tales como
los que tienen SEQ ID NO: 98 para IgG1 y SEQ ID NO: 124 para IgG2), asi como variantes de los mismos (por
ejemplo, dominios CH1 de origen natural o dominios CH1 modificados). Por ejemplo, la expresion "dominio CH1"
incluye dominios CH1 tipo silvestre y variantes de los mismos que tienen 1, 2, 3, 4, 5, 1-3, 1-5, 3-5 y/o como mucho
5, 4, 3, 2, o 1 mutaciones, por ejemplo, sustituciones, deleciones o adiciones. Dominios CH1 ilustrativos incluyen
dominios CH1 con mutaciones que modifican una actividad biolégica de un anticuerpo, tal como ADCC, CDC o
semivida. En el presente documento se proporcionan modificaciones al dominio CH1 que afectan una actividad
bioldgica de un anticuerpo. Un dominio CH1 puede comprender la sustitucion C131S, dicha sustitucion puede causar
que un anticuerpo 1gG2 o un anticuerpo que comprende al menos una porciéon de un anticuerpo 1gG2, tal como la
bisagra y/o la bisagra y CH1, adopte la forma B, en lugar a la forma A del anticuerpo.

La expresion "dominio CH2" se refiere a la region constante de la cadena pesada que liga la bisagra al dominio CH3
en un dominio constante de la cadena pesada. Como se usa en el presente documento, el dominio CH2 comienza
en P238 y termina en K340. La expresion "dominio CH2" incluye dominios CH2 tipo silvestre (tales como los que
tienen SEQ ID NO: 137 para IgG1; Tabla 35), asi como las variantes de los mismos (por ejemplo, dominios CH2 de
origen no natural o dominios CH2 modificados). Por ejemplo, la expresion "dominio CH2" incluye dominios CH2 tipo
silvestre y variantes de los mismos que tienen 1, 2, 3, 4, 5, 1-3, 1-5, 3-5 y/o como mucho 5, 4, 3, 2, o 1 mutaciones,
por ejemplo, sustituciones, deleciones o adiciones. Dominios CH2 ilustrativos incluyen dominios CH2 con
mutaciones que modifican una actividad biolégica de un anticuerpo, tal como ADCC, CDC o semivida. En
determinadas realizaciones, un dominio CH2 comprende las sustituciones A330S/P331S que reducen la funcion
efectora. En el presente documento se proporcionan otras modificaciones al dominio CH2 que afectan a una
actividad bioldgica de un anticuerpo.

La expresion "dominio CH3" se refiere a la region constante de la cadena pesada que es C-terminal al dominio CH2
en un dominio constante de la cadena pesada. Como se usa en el presente documento, el dominio CH3 comienza
en G341 y termina en K447. La expresion "dominio CH3" incluye dominios CH3 tipo silvestre (tales como los que
tienen SEQ ID NO: 138 para IgG1; Tabla 35), asi como las variantes de los mismos (por ejemplo, dominios CH3 de
origen no natural o dominios CH3 modificados). Por ejemplo, la expresion "dominio CH3" incluye dominios CH3 tipo
silvestre y variantes de los mismos que tienen 1, 2, 3, 4, 5, 1-3, 1-5, 3-5 y/o como mucho 5, 4, 3, 2, o 1 mutaciones,
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por ejemplo, sustituciones, deleciones o adiciones. Dominios CHS3 ilustrativos incluyen dominios CH3 con
mutaciones que modifican una actividad bioldgica de un anticuerpo, tal como ADCC, CDC o semivida. En el presente
documento se proporcionan modificaciones al dominio CH3 que afectan una actividad biolégica de un anticuerpo.

Un "dominio CL" se refiere al dominio constante de una cadena ligera. La expresion "dominio CL" incluye dominios
CL tipo silvestre y variantes de los mismos, por ejemplo, variantes que comprenden C214S.

Una "region Fc de secuencia nativa" o "Fc de secuencia nativa" comprende una secuencia de aminoacidos que es
idéntica a la secuencia de aminoacidos de una region Fc en la naturaleza. Las regiones Fc humanas de secuencia
nativa incluyen regién Fc de IgG1 humana de secuencia nativa; region Fc de IgG2 humana de secuencia nativa;
region Fc de 1IgG3 humana de secuencia nativa; y region Fc de IgG4 humana de secuencia nativa asi como
variantes de las mismas de origen natural. Fc de secuencia nativa incluye diversos alotipos de Fc (véase, por
ejemplo, Jefferis et al. (2009) mAbs 1:1).

El término "epitopo™-o "determinante antigénico" se refiere a un lugar sobre un antigeno (por ejemplo, CD73) al que
se une especificamente una inmunoglobulina o anticuerpo. Epitopos dentro de los antigenos proteicos se pueden
formar tanto a partir de aminoacidos contiguos (normalmente un epitopo lineal) o aminoacidos no contiguos
yuxtapuestos por plegamiento terciario de la proteina (normalmente un epitopos conformacional). Los epitopos
formados a partir de aminoacidos contiguos generalmente, pero no siempre, se conservan en la exposicion a
disolventes desnaturalizantes, mientras que los epitopos formados mediante plegamiento terciario generalmente se
pierden en el tratamiento con disolventes desnaturalizantes. Un epitopo generalmente incluye al menos 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11,12, 13, 14 o 15 aminoacidos en una conformacién espacial Unica. Los métodos para la determinacion de
qué epitopos se unen por un anticuerpo dado (es decir, mapeo de epitopos) son bien conocidos en la técnica e
incluyen, por ejemplo, ensayos de inmunotransferencia e inmunoprecipitaciéon, en los que los péptidos que se
solapan o contiguos (por ejemplo, de CD73) se ensayan para reactividad con un anticuerpo dado (por ejemplo
anticuerpo anti-CD73). Los métodos para determinar la conformacion espacial de un epitopo incluyen las técnicas en
la materia y las descritas en el presente documento, por ejemplo, cristalografia por rayos X, resonancia magnética
nuclear bidimensional y HDX-MS (véase, por ejemplo, Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology,
Vol. 66, G. E. Morris, Ed. (1996)).

La expresion "mapeo de epitopo” se refiere al proceso de identificacion de los determinantes moleculares sobre el
antigeno implicado en el reconocimiento anticuerpo-antigeno.

La expresion "se une al mismo epitopo” en referencia a dos o mas anticuerpos significa que los anticuerpos se unen
al mismo segmento de los restos de aminoacidos, como se determina por un método dado. Las técnicas para
determinar si los anticuerpos se unen al "mismo epitopo sobre CD73" con los anticuerpos descritos en el presente
documento incluyen, por ejemplo, métodos de mapeo de epitopos, tales como, analisis por rayos x de cristales de
complejos de antigeno:anticuerpo, lo cual proporciona resolucion atémica del epitopo, y espectrometria de masas
por intercambio de hidrégeno/deuterio (HDX-MS). Otros métodos que hacen un seguimiento de la union del
anticuerpo a los fragmentos de antigeno (por ejemplo, fragmentos proteoliticos) o a variaciones mutadas del
antigeno donde la pérdida de unién debido a una modificacion de un resto de aminoacidos dentro de la secuencia de
antigeno con frecuencia se considera un indicio de un componente de epitopo (por ejemplo, mutagénesis de barrido
de alanina - Cunningham & Wells (1985) Science 244:1.081). Ademas, también se pueden usar métodos
combinatorios computacionales para el mapeo de epitopos. Estos métodos se basan en la capacidad del anticuerpo
de interés para aislar por afinidad péptidos cortos especificos de genotecas combinatorias de genotecas de
presentacion de fagos.

Anticuerpos que "compiten con otro anticuerpo para la unién a una diana" se refiere a anticuerpos que inhiben
(parcialmente o completamente) la unién del otro anticuerpo a la diana. Si dos anticuerpos compiten o no uno con
otro para la unién a diana, es decir, si y hasta que punto un anticuerpo inhibe la unién del otro anticuerpo a una
diana, se puede determinar usando experimentos de competicion conocidos, por ejemplo, tales como los descritos
en los Ejemplos. En determinadas realizaciones, un anticuerpo compite con, e inhibe la unién de otro anticuerpo a
una diana en al menos un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 %. El nivel de inhibicién o
competicion puede ser diferente dependiendo de qué anticuerpo es el "anticuerpo bloqueante" (es decir, el
anticuerpo frio que se incuba primero con la diana). Los ensayos de competicién se pueden conducir como se
describe, por ejemplo, en Ed Harlow and David Lane, Cold Spring Harb Protoc; 2006; doi:10.1101/pdb.prot4277 o en
el Capitulo 11 of "Using Antibodies" de Ed Harlow and David Lane, "Cold Spring Harbor Laboratory Press", Cold
Spring Harbor, NY, EE.UU. 1999. Los anticuerpos que compiten se unen al mismo epitopo, un epitopo solapante o a
epitopos adyacentes (por ejemplo, como se evidencia por impedimento estérico).

Otros ensayos de unién competitiva incluyen: radioinmunoensayo (RIA) directo o indirecto en fase sdlida,
inmunoensayo enzimatico (EIA) directo o indirecto en fase sélida, ensayo de competicion de tipo sandwich (véase
Stahli et al., (1983) Methods in Enzimology 9:242); EIA en fase sdlida directa de biotina-avidina (véase, Kirkland et
al., J. Immuno. 137:3.614 (1986)); ensayo de marcaje directo en fase sdlida, ensayo de tipo sandwich de marcaje
directo en fase sdlida (véase Harlow y Lane, "Antibodies: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Press, 1988));
RIA de marcaje directo en fase solida usando 1-125 marcador (véase Morel et al., Mol. Immunol. 25(1):7 (1988)); EIA
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en fase sdlida directa de biotina-avidina (Cheung et al., Virology 176:546 (1990)); y RIA de marcaje directo. (Molden-
hauer et al., Scand. J. Immunol. 32:77 (1990)).

Como se usa en el presente documento, las expresiones "union especifica", "uniéon selectiva", "se une
selectivamente”, y "se une especificamente" se refieren a la unién del anticuerpo que se une a un epitopo o un
antigeno predeterminado pero no a otros antigenos. Normalmente, el anticuerpo (i) se une con una constante de
disociacion en equilibrio (Kp) de aproximadamente menos de 107 M, tal como aproximadamente menos de 108 M,
10° M o 107" M o incluso inferior cuando se determina por, por ejemplo, tecnologia de resonancia de plasmoén
superficial (SPR) en un instrumento de resonancia de plasmoén superficial BIACORE® 2000 que usa el antigeno
predeterminado, por ejemplo, CD73 humana recombinante, como el analito y el anticuerpo como el ligando, o
analisis Scatchard de union del anticuerpo a células antigeno positivas, y (ii) se une al antigeno predeterminado con
una afinidad que es al menos dos veces mayor que su afinidad de union a un antigeno no especifico (por ejemplo,
BSA, caseina) distinto del antigeno predeterminado o un antigeno estrechamente relacionado. Por consiguiente, a
menos que se indique lo contrario, un anticuerpo que "se une especificamente a CD73 humana" se refiere a un
anticuerpo que se une a CD73 humana soluble o unida a célula con una Kp de 107 M o incluso inferior, tal como
aproximadamente menos de 10 M, 10° M o 107" M o incluso inferior. Un anticuerpo que "reacciona de manera
cruzada con CD73 de cynomolgus" se refiere a un anticuerpo que se une a CD73 de cynomolgus con una Kp of 107
M o inferior, tal como menos de 108 M, 10° M o 10" M o incluso inferior. En determinadas realizaciones, los
anticuerpos que no reaccionan de manera cruzada con CD73 de una especie no humana presentan basicamente
union no detectable frente a estas proteinas en ensayos de unién convencionales.

El término "Kasoc" 0 " Ka", como se usa en el presente documento, pretende referirse a la constante de la tasa
asociacion de una interaccion particular anticuerpo-antigeno particular, mientras que el término "kgis" 0 "k¢", como se
usa en el presente documento, pretende referirse a la constante de la tasa disociacion de una interaccion particular
de anticuerpo-antigeno. El término "Kp", como se usa en el presente documento, pretende referirse a la constante de
disociacion en equilibrio, la cual se obtiene de la relacion de kq y ka (es decir, kq/ks) y se expresa como una
concentracion molar (M). Los valores de Kp para anticuerpos se pueden determinar usando métodos bien
establecidos en la técnica. Un método preferido para determinar la Kp de un anticuerpo es usando resonancia de
plasmoén superficial, preferiblemente usando un sistema biosensor tal como el sistema de resonancia de plasmén
superficial Biacore® o citometria de flujo y analisis de Scatchard.

El término "CE50" en el contexto de un ensayo in vitro o in vivo que usa un anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo, se refiere a la concentracion de un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo que
induce una respuesta que es 50 % de la respuesta maxima, es decir, a medio camino entre la respuesta maxima y la
de partida.

Una "tasa de internalizacion" de un anticuerpo o de un receptor, por ejemplo, CD73, mediado por un anticuerpo, por
ejemplo, un anticuerpo anti-CD73, se puede representar, por ejemplo, por T4, de internalizacién, por ejemplo, como
se muestra en los Ejemplos. Una tasa de internalizacién de un anticuerpo anti-CD73 se puede aumentar o
incrementar en al menos un 10 %, 30 %, 50 %, 75 %, 2 veces, 3 veces, 5 veces o0 mas, dando como resultado una
reduccion del T2 en al menos un 10 %, 30 %, 50 %, 75 %, 2 veces, 3 veces, 5 veces o0 mas cambiando la region
constante de la cadena pesada del anticuerpo a una region constante de la cadena pesada modificada, por ejemplo,
una que contiene una bisagra de IgG2 y dominio CH1 de IgG2. Por ejemplo, en vez de tener un T4 de 10 minutos,
una region constante de la cadena pesada modifica puede incrementar la tasa de internalizaciéon y de ese modo
reducir el T12 a 5 minutos (es decir, un incremento de dos veces en la tasa de internalizaciéon o un descenso de dos
veces en Tqp). "T12" se define como el tiempo al que se alcanza la mitad de la internalizacion maxima, medido a
partir del momento en el que se afiade el anticuerpo a las células. El nivel maximo de internalizacién puede ser el
nivel de internalizacion en la meseta de una grafica que representa la internalizacion trazada en la grafica frente a
las concentraciones de anticuerpo. Una region constante de la cadena pesada modificada puede incrementar el nivel
de internalizacién de un anticuerpo en al menos un 10 %, 30 %, 50 %, 75 %, 2 veces, 3 veces, 5 veces o mas. Otro
modo de comparar las eficiencias de internalizacion de diferentes anticuerpos, tales como un anticuerpo con, y el
mismo anticuerpo sin, una region constante de la cadena pesada, es comparando su nivel de internalizacion a una
concentracion de anticuerpo dada (por ejemplo, 100 nM) o a un tiempo dado (por ejemplo, 2 minutos, 5 minutos, 10
minutos o 30 minutos). La comparacion de los niveles de internalizacion también se puede realizar comparando los
niveles de CEsq de internalizacion. El nivel de internalizacién de un anticuerpo se puede definir en relacién con la de
un anticuerpo dado (referencia), por ejemplo, un anticuerpo descrito en el presente documento, por ejemplo, 11F11 o
CD73.4-1IgG2CS-IgG1 o CD73.4-1I9G2CS-IgG1.1f, y, se puede identificar como un porcentaje del valor obtenido con
el anticuerpo dado (referencia). El alcance de internalizacion se puede aumentar en al menos un 10 %, 30 %, 50 %,
75 %, 2 veces, 3 veces, 5 veces 0 mas, en comparacion con uno cualquiera de estos métodos.

La expresion "de origen natural" como se usa en el presente documento como aplicada a un objeto se refiere al
hecho de que un objeto se puede hallar en la naturaleza. Por ejemplo, una secuencia de polipéptido o de
polinucledtido que esta presente en un organismo (incluyendo a los virus) que se puede aislar de una fuente en la
naturaleza y que no se ha modificado intencionadamente por el ser humano en el laboratorio es de origen natural.

Un "polipéptido" se refiere a una cadena que comprende al menos dos restos de aminoacidos consecutivamente
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unidos, con un limite no superior sobre la longitud de la cadena. Uno o mas restos de aminoacidos en la proteina
pueden contener una modificacion tal como, pero sin limitacién, glicosilacion, fosforilacion o un enlace disulfuro. Una
"proteina" puede comprender uno o mas polipéptidos.

La expresiéon "molécula de acido nucleico", como se usa en el presente documento, pretende incluir moléculas de
ADN y moléculas de ARN. Una molécula de acido nucleico puede ser monocatenaria o bicatenaria, y puede ser
ADNC.

También se proporcionan "modificaciones de secuencia conservadoras" de las secuencias expuestas en las SEQ ID
NO descritas en el presente documento, es decir, las modificaciones de la secuencia de nucledtidos y de
aminoacidos que no anulan la unién del anticuerpo codificado por la secuencia de nucleétidos o que contienen la
secuencia de aminoacidos, al antigeno. Tales modificaciones de secuencia conservadoras incluyen sustituciones de
nucledtido y aminoacido, asi como, adiciones y deleciones de nucledtido y aminoacido. Por ejemplo, las
modificaciones se pueden introducir en las SEQ ID NO descritas en el presente documento por técnicas
convencionales conocidas en la técnica, tales como mutagénesis dirigida al sitio y mutagénesis mediada por la PCR.
Las modificaciones de secuencia conservadoras incluyen sustituciones de aminoacidos conservadoras, en las que
un resto de aminoacido se reemplaza por un resto de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Se han
definido en la técnica familias de restos de aminoacidos que tienen cadenas laterales similares. Estas familias
incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales
acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo, glicina,
asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no polares (por ejemplo,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales beta-ramificadas (por ejemplo,
treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina).
Por tanto, un resto de aminoacido no esencial previsto en un anticuerpo anti-CD73 esta reemplazado
preferentemente por otro resto de aminoacido de la misma familia de cadena lateral. Los métodos para identificar
sustituciones conservadoras de nucleotidos y aminoacidos que no eliminan la unién a antigeno son bien conocidos
en la técnica (véase, por ejemplo, Brummell et al., Biochem. 32:1.180-1.187 (1993); Kobayashi et al. Protein Eng.
12(10):879-884 (1999); y Burks et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:412-417 (1997)).

Como alternativa, en otra realizacion, las mutaciones se pueden introducir de manera aleatoria a lo largo de toda o
una porcion de la secuencia codificante del anticuerpo anti-CD73, tal como por mutagénesis de saturacion, y los
anticuerpos anti-CD73 modificados resultantes se pueden seleccionar en funcién de su actividad de unidon mejorada.

Para los acidos nucleicos, la expresion "homologia sustancial" indica que dos acidos nucleicos, o secuencias
designadas de las mismas, cuando se alinean oOptimamente y se comparan, son idénticas, con apropiadas
inserciones o deleciones de nucledtidos, en al menos aproximadamente un 80 % de los nucleétidos, normalmente al
menos aproximadamente un 90 % a 95 % y mas preferentemente al menos aproximadamente un 98 % a 99,5 % de
los nucledtidos. Como alternativa, la homologia sustancial existe cuando los segmentos se hibridaran bajo las
condiciones de hibridacion selectivas, con el complemento de la hebra.

Para polipéptidos, la expresidon "homologia sustancial" indica que dos polipéptidos, o secuencias designadas de los
mismos, cuando se alinean Optimamente y se comparan, son idénticas, con inserciones o deleciones de
aminoacidos apropiadas, en al menos aproximadamente un 80 % de los aminoacidos, normalmente al menos
aproximadamente un 90 % a 95 % y mas preferentemente al menos aproximadamente un 98 % a 99,5 % de los
aminoacidos.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias es una funcion del nimero de posiciones idénticas compartidas por
las secuencias cuando las secuencias se alinean Optimamente (es decir, % homologia=n.° de posiciones
idénticas/n.° total de posiciones x 100), con alineamiento 6ptimo determinado tomando en cuenta el nimero de
huecos, y la longitud de cada hueco, que es necesario introducir para un alineamiento 6ptimo de las dos secuencias.
La comparacién de secuencias y la determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias pueden
conseguirse usando un algoritmo matematico, como se describe en los ejemplos no limitantes de mas adelante.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucledtidos se puede determinar usando el programa GAP en el
paquete de programa informatico GCG (disponible en http://www.gcg.com), usando una matriz NWSgapdna.CMP y
una ponderacioén de hueco de 40, 50, 60, 70 u 80 y una ponderacion de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 0 6. El porcentaje de
identidad entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos también se pueden determinar usando el algoritmo de
E. Meyers y W. Miller (CABIOS, 4:11-17 (1989)) que se ha incorporado en el programa ALIGN (version 2.0), usando
una tabla de resto peso PAM120, una penalizacién por longitud de hueco de 12 y una penalizacion por hueco de 4.
Ademas, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se puede determinar usando el algoritmo
de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. (48):444-453 (1970)) que se ha incorporado en el programa GAP en el
paquete de programa informatico GCG (disponible en http://www.gcg.com), usando una matriz Blossum 62 o una
matriz PAM250 y una ponderacion por hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y una ponderacion por longitud de 1, 2, 3, 4,
506.

Las secuencias de acidos nucleicos y proteina descritas en el presente documento ademas se pueden usar ademas
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como una "secuencia problema" para realizar una busqueda frente a bases de datos publicas para, por ejemplo,
identificar secuencias relacionadas. Tales busquedas se pueden realizar usando los programas NBLAST y XBLAST
(version 2,0) de Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10. Pueden realizarse busquedas de nucledtidos por
BLAST con el programa NBLAST, puntuacion = 100, longitud de palabra = 12 para obtener secuencias de
nucledtidos homdlogas a las moléculas de acidos nucleicos descritas en el presente documento. Las busquedas de
proteinas por BLAST pueden realizarse con el programa XBLAST, puntuacién = 50, longitud de palabra = 3 para
obtener secuencias de aminoacidos homoélogas a las moléculas proteicas descritas en el presente documento. Para
obtener alineaciones con huecos con fines de comparacioén, se puede usar Gapped BLAST como se describe en
Altschul et al, (1997) Nucleic Acids Res. 25(17):3389-3402. Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped
BLAST, se pueden usar los parametros por defecto de los programas respectivos (por ejemplo, XBLAST y NBLAST).
Véase www.ncbi.nim.nih.gov.

Los acidos nucleicos pueden estar presentes en células completas, en lisado celular, o en una forma parcialmente
purificada o sustancialmente pura. Un acido nucleico se "aisla" o "se vuelve sustancialmente puro" cuando se
purifica de otros componentes celulares u otros contaminantes, por ejemplo, otros acidos nucleicos celulares (por
ejemplo, las otras partes del cromosoma) o proteinas, mediante técnicas convencionales, incluyendo tratamiento
alcalino/SDS, bandeo de CsCl, cromatografia en columna, electroforesis en gel de agarosa y otros bien conocidos
en la técnica. Véase, F. Ausubel, et al., ed. "Current Protocols in Molecular Biology", Greene Publishing and Wiley
Interscience, Nueva York (1987).

Los acidos nucleicos, por ejemplo, ADNc, se pueden mutar, de acuerdo con técnicas convencionales para
proporcionar secuencias génicas. Para secuencias codificantes, estas mutaciones pueden afectar a la secuencia de
aminoacidos como se desea. En particular, se contemplan secuencias de ADN sustancialmente homoélogas a o
derivadas de V nativa, D, J, constante, cambios y otras tales secuencias en el presente documento.

El término "vector", como se usa en el presente documento, pretende referirse a una molécula de acido nucleico
capaz de transportar otro acido nucleico al que se ha unido. Un tipo de vector es un "plasmido" el cual se refiere a un
bucle de ADN bicatenario en el que pueden ligarse segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un vector
viral, en el que pueden ligarse segmentos de ADN adicionales al genoma viral. Determinados vectores son capaces
de replicacion auténoma en una célula hospedadora en la que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que
tienen un origen de replicacion bacteriano y vectores episémicos de mamifero). Otros vectores (por ejemplo,
vectores no episémicos de mamifero) se pueden integrar en el genoma de una célula hospedadora tras su
introduccion en la célula hospedadora y de este modo se replican junto con el genoma del hospedador. Ademas,
determinados vectores son capaces de dirigir la expresion de genes a los que estan unidos operativamente. Tales
vectores se refieren en el presente documento como "vectores de expresion recombinantes" (o simplemente,
"vectores de expresion". En general, los vectores de expresion utiles en las técnicas de ADN recombinante estan
con frecuencia en forma de plasmidos. En la presente memoria descriptiva, los términos "plasmido”" y "vector" se
pueden usar de manera intercambiable, ya que el plasmido es la forma de vector mas cominmente usada. Sin
embargo, también se incluyen otras formas de vectores de expresion, tales como vectores viricos (por ejemplo,
retrovirus defectuosos para la replicacion, adenovirus y virus adenoasociados), que tienen funciones equivalentes.

La expresion "célula hospedadora recombinante” (o simplemente "célula hospedadora"), como se usa en el presente
documento, pretende referirse a una célula que comprende un acido nucleico que no es de origen natural presente
en la célula, y quizas una célula dentro de la cual se ha introducido una expresion recombinante. Debe entenderse
que tales términos pretenden referirse no solo a la célula concreta, sino también a la descendencia de dicha célula.
Debido a que pueden ocurrir determinadas mutaciones en generaciones posteriores debido a una mutacién o a
influencias ambientales, dicha progenie puede, de hecho, no ser idéntica a la célula parental, pero aun asi se
incluyen dentro del alcance de la expresion "célula hospedadora”, como se usa en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, el término "antigeno" se refiere a cualquier sustancia inmunoloégica natural
o sintética, tal como una proteina, péptido, o hapteno. Un antigeno puede ser CD73 o un fragmento de la misma.

Una "respuesta inmunitaria" se refiere una respuesta biolégica dentro de un vertebrado frente a agentes extrafios,
dicha respuesta protege el organismo frente a estos agentes y enfermedades causadas por los mismo. Una
respuesta inmunitaria esta mediada por la accion de una célula del sistema inmunitario (por ejemplo, un linfocito T,
linfocito B, linfocitos citoliticos naturales (NK), macrofago, eosindfilo, mastocito, célula dendritica o neutrdfilos) y
macromoléculas solubles producidas por cualquiera de estas células o el higado (que incluye anticuerpos,
citoquinas, y complemento) que da como resultado el direccionamiento selectivo, unién a, dafio de, destruccion de,
y/o eliminacion del cuerpo del vertebrado de los patdgenos invasores, células o tejidos infectados por patogenos,
células cancerosas u otras anormales, o, en los casos de autoinmunidad o inflamacion patolégica, células o tejidos
humanos normales. Una respuesta o reaccion inmunitaria incluye, por ejemplo, activacion o inhibicién de un linfocito
T, por ejemplo, un linfocito T afector o una célula Th, tal como un linfocitos T CD4+ o CD8+, o la inhibicién de una
célula Treg.

Un "inmunomodulador" o "inmunoregulador" se refiere a un agente, por ejemplo, un componente de una ruta de
sefializacion, la cual puede estar implicada en la modulacion, regulacion, o modificacion de una respuesta
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inmunitaria. "Modulacién”, "regulacion", o "modificacion" de una respuesta inmunitaria se refiere a cualquier
alteracion en una célula del sistema inmunitario o en la actividad de tal célula (por ejemplo, un linfocito T efector). Tal
modulacion incluye estimulacion o supresion del sistema inmunitario que se puede manifestar por un incremento o
disminucioén en el nimero de diversos tipos celulares, un incremento o descenso en la actividad de estas células, o
cualquier otro cambio que puede ocurrir dentro del sistema inmunitario. Se han identificado tanto los
inmunomoduladores inhibidores como los estimuladores, algunos de los cuales pueden aumentar la funcién en un
microambiente tumoral. El inmunomodulador puede estar localizado sobre la superficie de un linfocito T. Una "diana
inmunomoduladora” o "diana inmunoreguladora” es un inmunomodulador que esta dirigido para la unién por, y cuya
actividad se altera por la unidon de, una sustancia, agente, resto, compuesto o molécula. Las dianas
inmunomoduladoras incluyen, por ejemplo, receptores sobre la superficie de una célula ("receptores
inmunomoduladores") y ligandos del receptor ("ligandos inmunomoduladores").

Una capacidad incrementada para estimular una respuesta inmunitaria, o el sistema inmunitario, puede resultar de
una actividad agonista aumentada de receptores coestimuladores de linfocito T y/o una actividad antagonista
aumentada de receptores inhibidores. Una capacidad incrementada para estimular una respuesta inmunitaria, o el
sistema inmunitario puede estar reflejada por un incremento de la CE50 o el nivel maximo de actividad en un ensayo
que mide una respuesta inmunitaria, por ejemplo, un ensayo que mide los cambios en la liberacién de citoquina o
quimiocina, la actividad citolitica (determinada directamente en células diana o indirectamente detectando CD107a o
granzimas) y la proliferacion. La capacidad para estimular una respuesta inmune o la actividad del sistema
inmunitario se puede aumentar en al menos un 10 %, 30 %, 50 %, 75 %, 2 veces, 3 veces, 5 veces 0 mas.

"Inmunoterapia” se refiere al tratamiento de un sujeto afectado por, o esta en riesgo de contraer o padecer una
recurrencia de, una enfermedad mediante un método que comprende inducir, aumentar, suprimir o modificar de otro
modo modificar una respuesta inmunitaria.

"Terapia inmunoestimulante" o "terapia inmunoestimuladora" se refiere a una terapia que da como resultado el
incremento (induccion o aumento) de una respuesta inmunitaria en un sujeto para, por ejemplo, tratar el cancer.

"Potenciar una respuesta inmunitaria enddgena" quiere decir incrementar la efectividad o la potencia de una
respuesta inmunitaria existente en un sujeto. El incremento en la efectividad y la potencia se puede alcanzar, por
ejemplo, dominando mecanismos que suprimen la respuesta inmunitaria hospedadora endégena o estimulando los
mecanismos que aumentan la respuesta inmunitaria hospedadora endégena.

Linfocitos "T efectores" ("Ter") se refiere a linfocitos T (por ejemplo linfocitos T CD4+ y CD8+) con actividades
citoliticas asi como células auxiliares T (Th), que secretan citoquinas y activan y dirigen otras células inmunitarias,
pero no incluyen linfocitos T reguladores (células Treg).

Como se usa en el presente documento, el término "unido" se refiere a la asociacién de dos o mas moléculas. El
enlace puede ser covalente o no covalente. El enlace también puede ser genético (es decir, fusionado
recombinantemente). Tales enlaces se pueden conseguir usando una amplia diversidad de técnicas reconocidas en
la materia, tales como la conjugacion quimica y la produccion de proteina recombinante.

Como se usa en el presente documento, "administrar" se refiere a la introduccion fisica de una composicion que
comprende un agente terapéutico a un sujeto, usando cualquiera de los diversos métodos y sistemas de liberacion
conocidos por los expertos en la técnica. Vias de administracion preferidas para los anticuerpos descritos en el
presente documento incluyen la administracion intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, espinal u
otras vias parenterales de administracion, por ejemplo, mediante inyeccion o infusion. La expresion "administracion
parenteral" como se usa en el presente documento significa modos de administracion distintos de la administracion
enteral y topica, normalmente mediante inyeccion e incluyen, sin limitacién, inyeccién intravenosa, intraperitoneal,
intramuscular, intraarterial, intratecal, intralinfatica, intralesional, intracapsular, intraorbital, intracardiaca,
intradérmica, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal,
epidural e intraesternal e infusion, asi como electroporacioén in vivo. Como alternativa, un anticuerpo descrito en el
presente documento se puede administrar por una via no parenteral, tal como una via de administracion tépica,
epidérmica o mucosa, por ejemplo, intranasal, por via oral, por via vaginal, rectal, sublingualmente o tépicamente. La
administracion también se puede realizar, por ejemplo, una vez, una pluralidad de veces y/o durante uno o mas
periodos prolongados.

Como se usa en el presente documento, el término "respuesta linfocito T mediada " se refiere a una respuesta
mediada por linfocitos T, incluyendo los linfocitos T efectores (por ejemplo, CD8+) y linfocitos T auxiliares (por
ejemplo, CD4+). Las respuestas mediadas por linfocito T incluyen, por ejemplo, citotoxicidad y proliferacion de
linfocito T.

Como se usa en el presente documento, el término "respuestas de linfocito T citotoxico (CTL)" se refiere a una

respuesta inmunitaria inducida por linfocitos T citotoxicos. Las respuestas CTL estan mediadas por linfocitos T
CD8+.
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Como se usa en el presente documento, los términos "inhibe" o "bloquea" (por ejemplo, en referencia a la
inhibicion/bloqueo de la union o actividad de CD73) se usa de manera intercambiable y abarca tanto
inhibicion/bloqueo parcial o completo.

Como se usa en el presente documento, "Cancer" se refiere a un amplio grupo de diversas enfermedades
caracterizadas por el crecimiento incontrolado de células anormales en el cuerpo. La division celular no regulada dan
como resultado la formacién de tumores o células malignas que invaden los tejidos vecinos y también pueden hacer
metastasis a partes distantes del cuerpo a través del sistema linfatico o del torrente sanguineo.

Los términos "tratar”, "que trata" y "tratamiento”, como se usa en el presente documento, se refieren a cualquier tipo
de intervencién o proceso realizado en, o administracion de un agente activo a, el sujeto con el objetivo de invertir,
aliviar, mejorar, inhibir o frenar o prever la progresion, desarrollo, gravedad o recurrencia de un sintoma,
complicacién, afeccién o indicios bioquimicos asociados con una enfermedad. La profilaxis se refiere a la
administracion a un sujeto que no tiene una enfermedad, para prevenir que ocurra la enfermedad o minimizar sus
efectos si los hay.

Una "malignidad hematolégica" incluye un linfoma, leucemia, mieloma o una malignidad linfoide, asi como un cancer
del bazo y los nodulos linfaticos. Linfomas ilustrativos incluyen tanto linfomas de linfocitos B como linfomas de
linfocito T. Los linfomas de linfocito B incluyen tanto linfomas de Hodgkin como la mayoria de los linfomas de no
Hodgkin. Ejemplos no limitantes de los linfomas de linfocito B incluyen linfoma de linfocito B grande difuso, linfoma
folicular, linfoma de tejido linfatico asociado a mucosa, linfoma linfocitico de célula pequefa (superposiciones con la
leucemia linfocitica cronica), linfoma de células del manto (MCL), linfoma de Burkitt, linfoma mediastinico de
linfocitos B grandes, macroglobulinemia de Waldenstrom, linfoma de linfocitos B de zona marginal nodal, linfoma
esplénico de la zona marginal, linfoma intravascular de linfocito B grande, linfoma de derrame primario,
granulomatosis linfomatoide. Ejemplos no limitantes de linfomas de linfocito T incluyen linfoma extranodal de linfocito
T, linfoma cutaneo de linfocito T, linfoma anaplasico de células grandes, y linfoma angioinmunoblasico de linfocito T.
La malignidades hematolégicas también incluyen leucemia, tales como, pero sin limitacién, leucemia secundaria,
leucemia linfocitica crénica, leucemia mielégena aguda, leucemia mielégena cronica, y leucemia linfoblasica aguda.
Las malignidades hematoldgicas incluyen ademas mielomas, tales como, pero sin limitacién, mieloma multiple y
mieloma multiple latente. Otros canceres hematoldgicos o asociados a linfocito B o linfocito T estan abarcados por el
término malignidad hematoldgica.

La expresion "dosis eficaz" o "dosificacion eficaz" se define como una cantidad suficiente para conseguir o conseguir
al menos parcialmente un efecto deseado. Una "cantidad terapéuticamente eficaz" o "dosificacion terapéuticamente
eficaz" de un farmaco o agente terapéutico es cualquier cantidad del farmaco que, cuando se usa solo o en
combinacion con otro agente terapéutico, promueve la regresion de la enfermedad evidenciada por un descenso en
la gravedad de los sintomas de la enfermedad, un aumento en la frecuencia y duracion de los periodos libres de
sintomas de la enfermedad, o una prevencion del empeoramiento o discapacidad debido a la enfermedad. Una
"cantidad profilacticamente eficaz" o una "dosificacién profilacticamente eficaz" de un farmaco es una cantidad del
farmaco que, cuando se administra solo o en combinacion con otro agente terapéutico a un sujeto en riesgo de
desarrollar una enfermedad o de padecer una recurrencia de la enfermedad, inhibe el desarrollo o la recurrencia de
la enfermedad. La capacidad de un agente terapéutico o profilactico para promover la regresion de la enfermedad o
inhibir el desarrollo o recurrencia de la enfermedad se puede evaluar usando diversos métodos conocidos por los
profesionales, tal como en sujetos humanos durante ensayos clinicos, en sistemas de modelos animales que
predicen la eficacia en seres humanos, o analizando la actividad del agente en ensayos in vitro.

A modo de ejemplo, un agente anti-cancer es un farmaco que frena la progresion del cancer o promueve la regresion
del cancer en un sujeto. En realizaciones preferidas, una cantidad terapéuticamente eficaz del farmaco promueve la
regresion del cancer hasta el punto de eliminar el cancer. "Promover la regresién del cancer" significa que la
administracion de una cantidad eficaz del farmaco, solo o en combinacién con un agente anti-neoplasico,, da como
resultado una reduccion en el crecimiento del tumor o el tamafio, necrosis del tumor, un descenso en la gravedad de
al menos un sintoma de la enfermedad, un incremento en la frecuencia y la duracién de los periodos sin sintoma de
enfermedad, una prevencion de deficiencia o discapacidad debido a la enfermedad, o de otra manera mejora de los
sintomas de la enfermedad en el paciente. La eficacia farmacoldgica se refiere a la capacidad del farmaco de
promover la regresion del cancer en el paciente. La seguridad fisioldgica se refiere a un nivel aceptablemente bajo
de la toxicidad, u otros efectos fisioldégicos adversos al nivel celular, de érgano y/u organismo (efectos adversos)
resultantes de la administracion del farmaco.

A modo de ejemplo para el tratamiento de tumores, una cantidad terapéuticamente eficaz o dosis del farmaco
preferentemente inhibe el crecimiento celular o el crecimiento tumoral en al menos un 20 %, mas preferentemente en
al menos aproximadamente un 40 %, incluso mas preferentemente en al menos aproximadamente un 60 %, y aun
mas preferentemente en al menos aproximadamente un 80 % en relacion con sujetos no tratados. En las
realizaciones mas preferidas, una cantidad terapéuticamente eficaz o dosis del farmaco inhibe completamente el
crecimiento celular o el crecimiento tumoral, es decir, preferentemente inhibe el crecimiento celular o el crecimiento
al 100 %. La capacidad de un compuesto para inhibir el crecimiento tumoral se puede evaluar usando los ensayos
descritos infra. Como alternativa, esta propiedad de una composicion se puede evaluar examinando la capacidad del
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compuesto para inhibir el crecimiento tumoral, tal inhibicion se puede medir in vitro por ensayos conocidos por los
profesionales. En otras realizaciones preferidas descritas en el presente documento, se puede observar la regresion
tumoral y puede continuar durante un periodo de al menos aproximadamente 20 dias, mas preferentemente al
menos aproximadamente 40 dias, o incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 60 dias.

Los términos "paciente" y "sujeto" se refieren a cualquier animal humano o no humano que recibe tratamiento
profilactico o terapéutico. Por ejemplo, los métodos y composiciones descritos en el presente documento se pueden
usar para tratar un sujeto que tiene cancer. El término "animal no humano" incluye todos los vertebrados, por
ejemplo, mamiferos y no mamiferos, tales como primates no humanos, oveja, perro, vaca, pollos, anfibios, reptiles,
etc.

Diversos aspectos descritos en el presente documento se describen en mas detalle en las siguientes subsecciones.
I. Anticuerpos anti-CD73

En el presente documento se describen anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos completamente humanos, los cuales
se caracterizan por caracteristicas funcionales particulares o propiedades. Por ejemplo, los anticuerpos
especificamente se unen a CD73 humana. Ademas, los anticuerpos pueden reaccionar de manera cruzada con
CD73 de uno o mas primates no humanos, tales como CD73 de cynomolgus.

Ademas de unirse especificamente a CD73 humana soluble y/o unida a membrana, los anticuerpos descritos en el
presente documento presentan una o mas de las siguientes propiedades funcionales:

(a) inhibicion de la actividad enzimatica de CD73, dando como resultado una reduccion de la adenosina
producida;

(b) unién a CD73 cyno;

(c) internalizacion de CD73 mediada por anticuerpo en las células, por ejemplo, células tumorales; y

(d) unién a un epitopo conformacional que comprende los aminoacidos 65-83 y 157-172 de CD73 humana.

Preferentemente, los anticuerpos anti-CD73 se unen a CD73 humana (monomérica o dimérica; isoforma 1 o 2) con
alta afinidad, por ejemplo, con una Kp de 107 M o menos, 10® M o menos, 10°° M 0 menos, 107"® M o0 menos, 10-'" M
o menos, 102 M o menos, 102 Ma 107" M, 10" Ma 10" M, 10" M a 107" M, 10° M a 107 M, o 10" M a 108 M.
En determinadas realizaciones, un anticuerpo anti-CD73 se une a CD73 humana soluble, por ejemplo, como se
determina mediante andlisis SPR de BIACORE®, con una Kp de 107 M o menos, 108 M o menos, 10° M (1 nM) o
menos, 10" M o menos, 10'2M a 107 M, 10" Ma 10" M, 100"°M a 10" M, 10° M a 10" M, 108 Ma 107" Mo 1010
M a 10 M. En determinadas realizaciones, un anticuerpo anti-CD73, se une a CD73 humana unida (por ejemplo,
unida a membrana celular, por ejemplo, células Calu6), por ejemplo, determinada como se describe ademas en el
presente documento, con una CE50 de menor que 1 nM. En determinadas realizaciones, un anticuerpo anti-CD73 se
une a CD73 humana unida, por ejemplo, CD73 humana unida a membrana celular, por ejemplo, determinado
mediante citometria de flujo y grafico de Scatchard, con una Kp de 107 M o menos, 10 M o menos, 10° M (1 nM) o
menos, 10" M o menos, 10'2Ma 107" M, 10" Ma 108 M, 10"°M a 108 M, 10° M a 108 M, 10" M a 10° M, 1010
M a 108 M, o 10" M a 10° M. En determinadas realizaciones, un anticuerpo anti-CD73 se une a CD73 humana
soluble con una Kp de 107 M o menos, 108 M o menos, 10°° M (1 nM) o menos, 10" M o menos, 102 M a 107 M,
10""Ma107 M, 10" M a 107 M, 10° M a 107 M, 10" M a 10 M, 0 108 M a 107 M, y a CD73 humana unida, por
ejemplo, CD73 humana unida a membrana celular, con una Kp o CEso de 107 M o menos, 10® M o menos, 10° M
(1 nM) o menos, 10" M o menos, 10> Ma 107 M, 10" M a 108 M, 100 M a 108 M, 10° M a 108 M, 10" M a 10°
M, o0 10" M a 10° M.

En determinadas realizaciones, un anticuerpo anti-CD73 se une a CD73 cyno con alta afinidad, por ejemplo, se une
a una célula CHO que expresa CD73 cyno con una CE50 de 0,1 nM to 10 nM, tal como una CE50 de menos de 1
nM, como se determina, por ejemplo, como se describe ademas en el presente documento.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento también se unen a
CD73 de cynomolgus, por ejemplo, se unen a CD73 de cynomolgus unida a membrana, por ejemplo, a una célula
CHO que expresa CD73 cyno con una CEsp de 100 nM o menos, 10 nM o menos, 1 nM o menos, 100 nM a 0,01 nM,
100 nM a 0,1 nM, 100 nM a 1 nM, o 10 nM a 0,1 nM, como se mide, por ejemplo, en los Ejemplos.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 son al menos 90 %, 95 %, 98 % o 99 % monoméricos,
como se determina, por ejemplo, mediante SEC. Los anticuerpos anti-CD73 también pueden tener caracteristicas
biofisicas que son similares a, o estan dentro del rango de, aquellas de los anticuerpos descritos en el presente
documento.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 inhiben la actividad enzimatica de CD73 humana y/o cyno,
por ejemplo, como se determina en los ensayos unidos a perla de CD73, o como se determina en células, por
ejemplo, Calu6, SKMEL24 o H292, o como se determina en un ensayo in vivo, por ejemplo, un modelo de tumor de
xenoinjerto, por ejemplo, como se describe ademas en los Ejemplos. Los anticuerpos anti-CD73 pueden tener

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2807 182 T3

actividades inhibidoras que son al menos similares a, o estan dentro del rango de, aquellas de los anticuerpos
descritos en el presente documento. Por ejemplo, los anticuerpos anti-CD73 pueden inhibir la actividad enzimatica
CD73 humana (por ejemplo, CD73 unida a un solido) (producciéon de adenosina) con una CEsp de menos de 10 nM o
menos de 5 nM o en el rango de 1 a 10 nM o 5 a 10 nM. Los anticuerpos anti-CD73 pueden inhibir la actividad de
CD73 humana en células, por ejemplo, células Calu6 con una CEsy de menos de 10 nM o menos de 1 nM o en el
intervalo de 0,1 a 10 nM, 0,1a 1 nM, 0 0,1 a 0,5 nM.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 se internalizan (y median la internalizacion de CD73) por
una célula a la cual se une como se determina, por ejemplo, en un ensayo de internalizacion de alto contenido o
mediante FACS o citometria de flujo, como se describe ademas en los Ejemplos. Los anticuerpos anti-CD73 pueden
tener caracteristicas de internalizacion (CE50, T+ € Ymax), y el tiempo hasta la meseta que son al menos similares
a, o estan dentro del rango de, aquellos de los anticuerpos descritos en los Ejemplos. En determinadas
realizaciones, el anticuerpo anti-CD73 tiene un T/, de internalizaciéon que es menor que 1 hora, tal como menor que
30 minutos, menor que 15 minutos, menor que 12 minutos, menor que 10 minutos, menor que 7 minutos o incluso
menor que 5 minutos en una o mas lineas celulares, por ejemplo, aquellas expuestas en los Ejemplos, como se
determina, por ejemplo, en un ensayo de internalizacién de alto contenido (descrito en el Ejemplo 6A). En
determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-CD73 alcanza la internalizacion mediada por anticuerpo anti-CD73 en
10 minutos 0 menos, 6 horas o menos, 5 horas o menos, 4 horas o menos, 3 horas o menos, 2 horas o menos, 1
hora o menos, por ejemplo, en el intervalo de 10 minutos a 10 horas, 10 minutos a 6 horas, 1 hora a 10 horas o 1
hora a 6 horas, como se determina, por ejemplo, usando un ensayo de internalizacion de alto contenido, como se
describe, por ejemplo, en el Ejemplo 6A o usando citometria de flujo, como se describe, por ejemplo, en el Ejemplo
6B. El nivel maximo de internalizacion de CD73 mediada por anticuerpo anti-CD73 puede ser de al menos 50 %, al
menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos 90 % o mas, dependiendo del tipo de célula. Por
ejemplo, la CEsg de la internalizacion de CD73 mediada por anticuerpo anti-CD73 en células Calu6, como se mide
en el ensayo de internalizacién de alto contenido descrito en los Ejemplos, puede ser menor que 10 nM, por ejemplo,
de0,1t010nMo1a10nMo 1a5nMy una Ymax de al menos 90 % o al menos 95 %.

Los anticuerpos anti-CD73, por ejemplo, los anticuerpos que tienen una bisagra de IgG2, dominio CH1 de 1gG2, o
bisagra de IgG2 y dominio CH1 de 1gG2, puede mediar las siguientes caracteristicas de internalizaciéon de CD73
como se mide en un ensayo de internalizacion de alto contenido, por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 6A:

- CEsp de 10 nM o menos, 5 nM o menos, 1 nM o menos, o 0,1 a 10 nM o 0,1 a 1 nM; una Ymax (porcentaje
maximo de internalizacion) de al menos 90 %, 95 % o0 98 % en células Calu6 y una T12 de menos de 30 minutos
o menos de 10 minutos en células Calu6;

- Un T1/2 de menos de 30 minutos o menos de 10 minutos en células humanas, por ejemplo, células Calu6,
células HCC44, células H2030, células H2228, células HCC15, células SKLU1, células SKMES1 o células
SW900.

Los anticuerpos anti-CD73, por ejemplo, los anticuerpos que tienen una bisagra de IgG2, dominio CH1 de 1gG2, o
bisagra de 1gG2 y dominio CH1 de 1gG2, pueden mediar las siguientes caracteristicas de internalizacion de CD73
medidas mediante citometria de flujo, por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 6B:

- Un Ty de 1 hora o menos y una Ymax de al menos 70 % en células Calu6;

- Un T42 de 30 minutos o menos y una Ymax de al menos 70 % en células NCI-H292;
- UnTy2de 2 horas o menos y una Ymax de al menos 30 % en células SNUC1; y/o

- Un Ty2 de 30 minutos 0 menos y una Ymax de al menos 60 % en células NCI-H1437.

En determinadas realizaciones, un anticuerpo anti-CD73 es un anticuerpo bin1, es decir, compite por unirse a CD73
humana con 11F11, pero no con 4C3.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 se unen a un epitopo, por ejemplo, un epitopo
conformacional en la porcion N-terminal de CD73 humana, por ejemplo, un epitopo localizado dentro de los
aminoacidos 65-83 de CD73 humana (SEQ ID NO: 96) determinado, por ejemplo, mediante HDX-MS, como se
describe ademas en los Ejemplos. En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 se unen a los
aminoacidos 157-172 de CD73 humana (SEQ ID NO: 97), o a un epitopo localizado dentro de los aminoacidos 157-
172, de CD73 humana (SEQ ID NO: 97), determinado, por ejemplo, mediante HDX-MS. Como alternativa, los
anticuerpos anti-CD73 se unen a un epitopo, por ejemplo, un epitopo discontinuo en la porcién N-terminal de CD73
humana, como se determina, por ejemplo, mediante HDX-MS.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 se unen a los aminoacidos 65 a 83 y los aminoacidos 157-
172 de CD73 humana, o a un epitopo dentro de los aminoacidos 65 a 83 y los aminoacidos 157-172, de isoforma 1 o
2 de CD73 humana, es decir, las secuencias de aminoacidos FTKVQQIRRAEPNVLLLDA (SEQ ID NO: 96) y
LYLPYKVLPVGDEVVG (SEQ ID NO: 97), como se determina mediante, por ejemplo, HDX-MS. En determinadas
realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 se unen a todos o una parte de los aminoacidos 65 a 83 y los aminoacidos
157-172 de CD73 humana, como se determina mediante, por ejemplo, HDX-MS. En determinadas realizaciones, los
anticuerpos anti-CD73 se unen a tanto CD73 humana glicosilada como no glicosilada. En determinadas
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realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 se unen Unicamente a CD73 glicosilada y no a CD73 no glicosilada.

Los anticuerpos anti-CD73 pueden competir por la unién a CD73 con (o inhibir la unién de) anticuerpos anti-CD73
que comprenden CDR o regiones variables descritas en el presente documento, por ejemplo, aquellas de CD73.4-1,
CD73.4-2,CD73.3, 11F11-1, 11F11-2, 4C3-1, 4C3-2, 4C3-3, 4D4, 10D2-1, 10D2-2, 11A6, 24H2, 5F8-1, 5F8-2, 6E11
y/o 7A11. En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 inhiben la unién de CD73.4-1, CD73.4-2,
CD73.3, 11F11, 4C3, 4D4, 10D2, 11A6, 24H2, 5F8, 6E11 y/o 7A11 CD73 humanos en al menos un 10 %, 20 %,
30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 %. En determinadas realizaciones, CD73.4-1, CD73.4-2, CD73.3,
11F11-1, 11F11-2, 4C3-1, 4C3-2, 4C3-3, 4D4, 10D2-1, 10D2-2, 11A6, 24H2, 5F8-1, 5F8-2, 6E11 y/o 7A11 inhiben la
unién de anticuerpos anti-CD73 a CD73 humana en al menos un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %,
90 % o 100 %. En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 inhiben la unién de CD73.4-1, CD73.4-2,
CD73.3, 11F11-1, 11F11-2, 4C3-1, 4C3-2, 4C3-3, 4D4, 10D2-1, 10D2-2, 11A6, 24H2, 5F8-1, 5F8-2, 6E11 y/o 7A11 a
CD73 humana en al menos un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 % y CD73.4-1,
CD73.4-2, CD73.3, 11F11-1, 11F11-2, 4C3-1, 4C3-2, 4C3-3, 4D4, 10D2-1, 10D2-2, 11A6, 24H2, 5F8-1, 5F8-2, 6E11
y/o 7A11 inhiben la unién de anticuerpos anti-CD73 a CD73 humana en al menos 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %,
60 %, 70 %, 80 %, 90% o 100 % (por ejemplo, compiten en ambas direcciones). Los experimentos de competicion
se pueden realizar, por ejemplo, como se describe ademas en el presente documento, por ejemplo, en los Ejemplos.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 inhiben la actividad enzimatica de CD73 y/o se
internalizan en células sin requerir entrecruzamiento multivalente, como se determina, por ejemplo, por la carencia
de requerimiento de unién a FcR.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 tienen 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, u 11 de las
caracteristicas enumeradas en la Tabla 3.

Tabla 3: Caracteristicas potenciales de los anticuerpos anti-CD73

(1) unién a CD73 humana, por ejemplo, isoforma 1y 2 de CD73 humana monomérica y dimérica humana unida a
perla, por ejemplo, con una Kp de 10 nM o menos (por ejemplo, 0,01 nM a 10 nM), por ejemplo, como se mide
mediante analisis SPR de BIACORE®;

(2) unién a CD73 humana unida a membrana, por ejemplo, con una CEso de 1 nM o menos (por ejemplo,
0,01 nM a 1 nM);

(3) unién a CD73 de cynomolgus, por ejemplo, unién a CD73 de cynomolgus unida a membrana, por ejemplo,
con una CEsp de 10 nM o menos (por ejemplo, 0,01 nM a 10 nM);

(4) inhibicién de la actividad enzimatica de CD73 humana, por ejemplo, con una CE50 de 10 nM o menos;

(5) inhibicion de la actividad enzimatica de CD73 cyno, por ejemplo, con una CE50 de 10 nM o menos;

(6) inhibicion de la actividad enzimatica de CD73 humana enddgena (celular) en células Calu6 con una CE50 de
10 nM o menos;

(7) inhibicion de la actividad enzimatica de CD73 humana in vivo;

(8) internalizacion, por ejemplo, internalizacion de CD73 mediada (o dependiente) por anticuerpo, en células, por
ejemplo, con un Ty de menos de 1 hora, 30 minutos o 10 minutos y/o una Ymax de al menos 70 %, 80 % o
90 %;

(9) unién a un epitopo conformacional en CD73 humana, por ejemplo, un epitopo discontinuo dentro de la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 1) que incluye todos o una parte de los restos de aminoacidos
FTKVQQIRRAEPNVLLLDA (SEQ ID NO: 96) y/o LYLPYKVLPVGDEVVG (SEQ ID NO: 97);

(10) competicién en una direccion o ambas direcciones para la union a CD73 humana con CD73.4-1, CD73.4-2,
CD73.3, 11F11-1, 11F11-2, 4C3-1, 4C3-2, 4C3-3, 4D4, 10D2-1, 10D2-2, 11A6, 24H2, 5F8-1, 5F8-2, 6E11 y/o
7A11;y

(11) interaccién con CD73 humana en un patrén similar a CD73.4, como se determina mediante cristalografia por
rayos X.

Una actividad de anticuerpo que presenta una o mas de estas propiedades funcionales (por ejemplo, actividades
bioquimicas, inmunoquimicas, celulares, fisioldégicas u otras biolégicas, o similares) como se determinan segun las
metodologias conocidas en la técnica y se describen en el presente documento, se entendera que se refiere a una
diferencia estadisticamente significativa en la actividad particular en relaciéon a la vista en ausencia del anticuerpo
(por ejemplo, o cuando un anticuerpo control de especificidad irrelevante esta presente). En determinadas
realizaciones, un anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente documento desciende un parametro medido (por
ejemplo, volumen tumoral, metastasis tumoral, niveles de adenosina, niveles de cAMP) en al menos un 10 % del
parametro medido, mas preferentemente al menos un 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o0 90 % y en
ciertas realizaciones preferidas, en mas de un 92%, 94 %, 95 %, 97 %, 98 % o 99 %. Por el contrario, un anticuerpo
anti-CD73 descrito en el presente documento incrementa un parametro medido en al menos un 10 %, tal como al
menos un 20%, o, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 100 % (es decir, 2 veces), 3 veces, 5 veces 0
10 veces.

Los ensayos convencionales para evaluar la capacidad de unién de los anticuerpos hacia CD73 de diversas
especies son conocidos en la técnica, incluyendo, por ejemplo, ELISA, transferencias Western, y RIA. Los ensayos
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adecuados se describen en detalle en los Ejemplos. Las cinéticas de unién (por ejemplo, la afinidad de unién) de los
anticuerpos también se pueden evaluar mediante ensayos convencionales conocidos en la técnica, tales como
analisis SPR BIACORE®. Los ensayos para evaluar los efectos de los anticuerpos sobre las propiedades
funcionales de CD73 (por ejemplo, la produccion de adenosina, el crecimiento tumoral y la metastasis, la inhibicion
de los linfocitos T) se describen a mas detalle infra y en los Ejemplos.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 no son anticuerpos nativos o no son anticuerpos de origen
natural. Por ejemplo, los anticuerpos anti-CD73 tienen modificaciones postraduccionales que son diferentes de las
de los anticuerpos que son de origen natural, tal como teniendo mas, menos o un tipo diferente de modificacion
postraduccion.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 estimulan la funcién de Teff (T efector) y/o reduce la
funcion de Treg, por ejemplo, eliminando CD73 de la superficie del linfocito T y/o inhibiendo su actividad enzimatica.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD3 comprenden al menos una bisagra de IgG2, y
opcionalmente también un dominio CH1 de IgG2 o fragmento o derivado de la bisagra y/o dominio CH1 y la forma A
del anticuerpo (véase, por ejemplo, Allen et al. (2009) Biochemistry 48:3.755). En determinadas realizaciones, los
anticuerpos anti-CD3 comprenden al menos una bisagra de 1gG2, y opcionalmente también un dominio CH1 de 1IgG2
o fragmento o derivado de la bisagra y/o dominio CH1 y el anticuerpo ha adoptado la forma B (véase, por ejemplo,
Allen et al. (2009) Biochemistry 48:3.755). En determinadas realizaciones una composicién comprende una mezcla
de anticuerpos anti-CD73 con forma A y anticuerpos anti-CD73 con forma B.

En el presente documento se proporcionan anticuerpos anti-CD73 humana que (i) comprenden una region variable
que se une a una region en la CD73 humana que es similar a la unida a 11F11, pero no se une a una regioén que es
similar a la unida por 4C3 (es decir, es un anticuerpo bin1); (ii) se unen a CD73 humana monomérica y dimérica con
una Kd de 10 nM o menos; (iii) inhiben la actividad enzimatica (conversion de AMP a adenosina) de CD73 humana,
por ejemplo, en células, por ejemplo, células Calu6, con una CE50 de menos de 10 nM; y (iv) median la
internalizacion de CD73 dependiente de anticuerpo en células, por ejemplo, con un T1/2 de 1 hora o menos (o 30
minutos 0 menos, o 10 minutos o menos), una Ymax de 50 % o mas (o0 60 % o mas, 70 % o mas, 80 % o mas o 90
% o mas) en células humanas, por ejemplo, células Calu6, células H2228, células HCC15 células H2030, células
SNUCH1. En determinadas realizaciones, los anticuerpos comprende una bisagra de 1IgG2 o una bisagra de IgG2 y
dominio CH1 de IgG2. En el presente documento se proporcionan anticuerpos anti-CD73 humana que (i)
comprenden una region variable que se une a una regién en la CD73 humana que es similar a la unida a 11F11,
pero no se une a una region que es similar a la unida por 4C3 (es decir, es un anticuerpo bin1); (ii) se unen a CD73
humana monomérica y dimérica con una Kd de 10 nM o menos, como se determina mediante SPR (Biacore); (iii)
inhiben la actividad enzimatica (conversion de AMP a adenosina) de CD73 humana, por ejemplo, en células, por
ejemplo, células Calu6, con una CE50 de menos de 10 nM; y (iv) median la internalizacion de CD73 dependiente de
anticuerpo en células, por ejemplo, con un T1/2 de 30 minutos o menos, un Ymax de 80 % o mas en células Calu6,
H2228, HCC15 o H2030 humanas, determinado usando el ensayo de internalizacion de alto contenido descrito en el
Ejemplo 6A.

En realizaciones preferidas, un anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente documento no es significativamente
toxico. Por ejemplo, un anticuerpo anti-CD73 no es significativamente toxico a un érgano de un ser humano, por
ejemplo, uno o mas del higado, rifién, cerebro, pulmones y corazén, como se determina, por ejemplo, en ensayos
clinicos. En determinadas realizaciones, un anticuerpo anti-CD73 no desencadena significativamente una respuesta
inmune no deseable, por ejemplo, autoinmunidad o inflamacion.

Il. Anticuerpos anti-CD73 ilustrativos

La presente invencion se refiere a anticuerpos anti-CD73 aislados que comprenden secuencias de CDR1, CDR2 y
CDR3 de la cadena ligera que comprenden las SEQ ID NO: 5, 6 y 7, respectivamente, y las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de la cadena ligera que comprenden las SEQ ID NO: 13, 14 y 15, respectivamente, y los que
comprenden una region constante de la cadena pesada que comprende una bisagra de 1gG2 y dominio CH1 de
IgG2. Ademas de los anticuerpos anti-CD73 de la invencion, la divulgacion también proporciona otros anticuerpos
anti-CD73 ilustrativos.

Regiones variables de los anticuerpos anti-CD73

Los anticuerpos particulares descritos en el presente documento son los anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos
monoclonales, que tienen las secuencias de CDR y/o region variable de los anticuerpos 11F11-1, 11F11-2, 4C3-1,
4C3-2, 4C3-3, 4D4, 10D2-1, 10D2-2, 11A6, 24H2, 5F8-1, 5F8-2, 6E11, 7A11, CD73.3-1, -2 0 -3, CD73.4-1 y -2,
CD73.4-2, CD73.5-1y -2, CD73.6-1y -2, CD73.7-1y -2, CD73.8-1 y -2, CD73.9-1 y -2, CD73.10-1y -2 y CD73.11,
asi como los anticuerpos que tienen al menos un 80 % de identidad (por ejemplo, al menos un 85 %, al menos un
90 %, al menos un 95 % o al menos un 99 % de identidad) con las secuencias de su region variable o CDR. Los
anticuerpos de la invencién son anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos monoclonales, que tienen las secuencias de
CDR y/o region variable de los anticuerpos 11F11-2, CD73.4-2 y CD73.5-2. La Tabla 4 expone las SEQ ID NO de las
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CDR de las regiones VH y VL de cada anticuerpo, asi como la de las regiones VH y VL. Como se describe ademas
en los Ejemplos, determinadas cadenas pesadas pueden existir con mas de una cadena ligera, y las SEQ ID NO de
las cadenas ligeras alternas también se proporcionan en la Tabla de a continuacion.

Tabla 4:
VH VL

CDR1 CDR2 CDR3 |VH CDR1 CDR2 CDR3 |VL
11F11-1 5 6 7 4 9 10 11 8
11F11-2 |5 6 7 4 13 14 15 12
4C3-1 17 18 19 16 21 22 23 20
4C3-2 17 18 19 16 25 26 27 24
4C3-3 17 18 19 16 29 30 31 28
4D4-1 33 34 35 32 37 38 39 36
10D2-1 41 42 43 40 45 46 47 44
10D2-2 41 42 43 40 49 50 51 48
11A6-1 53 54 55 52 57 58 59 56
24H2-1 61 62 63 60 65 66 67 64
5F8-1 69 70 71 68 73 74 75 72
5F8-2 69 70 71 68 77 78 79 76
5F8-3 69 70 71 68 239 240 241 238
6E11-1 81 82 83 80 85 86 87 84
7A11-1 89 90 91 88 93 94 95 92
73,3 17 18 19 170 21 22 23 20
73.4-1 5 6 7 135 9 10 11 8
73.4-2 5 6 7 135 13 14 15 12
73.5-1 5 6 7 171 9 10 11 8
73.5-2 5 6 7 171 13 14 15 12
73.6-1 5 6 7 172 9 10 11 8
73.6-2 5 6 7 172 13 14 15 12
73.7-1 5 6 7 173 9 10 11 8
73.7-2 5 6 7 173 13 14 15 12
73.8-1 5 6 7 174 9 10 11 8
73.8-2 5 6 7 174 13 14 15 12
73.9-1 5 6 7 175 9 10 11 8
73.9-2 5 6 7 175 13 14 15 12
73.10-1 5 6 7 176 9 10 11 8
73.10-2 5 6 7 176 13 14 15 12
73.11 33 34 35 177 37 38 39 36

En el presente documento se proporcionan anticuerpos aislados, o porciones de unién a antigeno de los mismos,
que comprenden regiones variables de la cadena pesada y ligera, en los que la region variable de la cadena pesada
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 4, 16, 32, 40, 52,
60, 68, 80, 88, 135,y 170-177.

También se proporcionan anticuerpos aislados, o porciones de unién a antigeno de los mismos, que comprenden
regiones variables de la cadena pesada y ligera, en los que la region variable de la cadena ligera comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 8, 12, 20, 24, 28, 36, 44, 48, 56,
64,72, 76, 84, 92 y 238. En el presente documento se proporcionan anticuerpos aislados, o una porcion de union a
antigeno de los mismos, que comprenden:

(a) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 135y 8,
respectivamente;
(b) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 135y 12,
respectivamente;
(c) las secuencias de la regién variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 4 y 8,
respectivamente;
(d) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 4 y 12,
respectivamente;
(e) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 16 y 20,
respectivamente;
(f) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 16 y 24,
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respectivamente;

(g) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 16 y 28,
respectivamente;

(h) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 32 y 36,
respectivamente;

(i) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 40 y 44,
respectivamente;

(j) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 40 y 48,
respectivamente;

(k) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 52 y 56,
respectivamente;

() las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 60 y 64,
respectivamente;

(m) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 68y 72,
respectivamente;

(n) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 68 y 76,
respectivamente;

(o) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 68 y 238,
respectivamente;

(p) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 80 y 84,
respectivamente;

(q) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 88 y 92,
respectivamente;

(r) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 170y 20,
respectivamente;

(s) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 170 y 24,
respectivamente;

(t) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 170y 28,
respectivamente;

(u) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 171 y 8,
respectivamente;

(v) las secuencias de la regién variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 171y 12,
respectivamente;

(w) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 172y 8,
respectivamente;

(x) las secuencias de la regién variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 172y 12,
respectivamente;

(y) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 173 y 8,
respectivamente;

(z) las secuencias de la regién variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 173y 12,
respectivamente;

(a2) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 174 y 8,
respectivamente;

(b2) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 174 y
12, respectivamente;

(c2) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 175y 8,
respectivamente;

(d2) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 175 y
12, respectivamente;

(e2) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 176 y 8,
respectivamente;

(f2) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 176 y 12,
respectivamente; o

(g2) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 177 y
36, respectivamente.

En una realizacion de la invencion, los anticuerpos aislados comprenden

(a) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 135y 12,
respectivamente;

(b) las secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 4 y 12,
respectivamente; o

(c) las secuencias de la regién variable de la cadena pesada y ligera que comprenden las SEQ ID NO: 171y 12,
respectivamente.

Los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento pueden comprender las CDRI, CDR2 y CDR3 de la
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cadena pesada y ligera de los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento, por ejemplo, CD73.4-1,
CD73.4-2,CD73.3, 11F11-1, 11F11-2, 11F11, 4C3-1, 4C3-2, 4C3-3, 4D4, 10D2-1, 10D2-2, 11A6,24H2, 5F8-1, 5F8-
2, 5F8-3, 6E11 y 7A11, o combinaciones de los mismos. Los anticuerpos anti-CD73 de la invencion comprenden las
CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada y ligera del anti-CD73 CD73.4-2 u 11F11-2.

Dado que cada uno de estos anticuerpos se une a CD73 y que la especificidad de unién a antigeno se proporciona
principalmente por las regiones CDR1, 2 y 3, las secuencias de CDR1, 2y 3 de Vy y las secuencias de CDR1,2y 3
de V| se pueden "mezclar y emparejar” (es decir, las CDR de diferentes anticuerpos se pueden mezclar y emparejar,
aunque cada anticuerpo debe contener una CDR1, 2y 3 de V4 y una CDR1, 2y 3 de V) para crear otras moléculas
de unién a anti-CD73 descritas en el presente documento. La unién de CD73 de tales anticuerpos "mezclados y
emparejados” se pueden ensayar usando los ensayos de unién anteriormente descritos en los Ejemplos (por
ejemplo ELISA). Preferentemente, cuando las secuencias de CDR de VH se mezclan y emparejan, la secuencia de
CDR1, CDR2 y/o CDR3 de una secuencia VH particular se reemplaza por una(s) secuencia(s) de CDR
estructuralmente similares. Asimismo, cuando las secuencias de CDR de VL se mezclan y emparejan, la secuencia
de CDR1, CDR2 y/o CDR3 de una secuencia de VL particular se reemplaza por una(s) secuencia(s) de CDR
estructuralmente similar(es). Sera facilmente evidente a los expertos en la técnica que las novedosas secuencias Vy
y VL se pueden crear sustituyendo una o mas secuencias de la region de CDR de V4 y Vi con secuencias
estructuralmente similares a las secuencias de CDR descritas en el presente documento para los anticuerpos
monoclonales CD73.4-1, CD73.4-2, 11F11-1, 11F11-2, 4C3-1, 4C3-2, 4C3-3, 4D4, 10D2-1, 10D2-2, 11A6, 24H2,
5F8-1, 5F8-2, 6E11 y/o 7A11. Los anticuerpos "mezclados y emparejados” que tienen la afinidad de unién, la
bioactividad y/o otras propiedades equivalentes o superiores a los anticuerpos especificos descritos en el presente
documento se pueden seleccionar para su uso en los métodos descritos en el presente documento.

En el presente documento se proporcionan anticuerpos aislados, o una porcién de union a antigeno de los mismos,
que comprenden:

(a) una CDR1 de la region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 5, 17, 33, 41, 53, 61, 69, 81, y 89;

(b) una CDR2 de la region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 6, 18, 34, 42, 54, 62, 70, 82, y 90;

(c) una CDR3 de la region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 7, 19, 35, 43, 55, 63, 71, 83,y 91;

(d) una CDR1 de la region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 9, 13, 21, 25, 29, 37, 45, 49, 57, 65, 73, 77, 85, y 93;

(e) una CDR2 de la region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 10, 14, 22, 26, 30, 38, 46, 50, 58, 66, 74, 78, 86,y 94; y
(f) una CDR3 de la region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 11, 15, 23, 27, 31, 39, 47, 51, 59, 67, 75, 79, 87, y 95;

en el que el anticuerpo se une especificamente a CD73 humana.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo comprende regiones variables de la cadena pesada vy ligera, en el que
las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de la regioén variable de la cadena pesada comprenden las SEQ ID NO: 5-7; 17-
19; 33-35; 41-43; 53-55; 61-63; 69-71; 81-83; 0 89-91;
en el que el anticuerpo se une especificamente a CD73 humana. Los anticuerpos de la invencion comprenden
regiones variables de la cadena pesada y ligera, en los que las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de la regioén variable
de la cadena pesada comprenden las SEQ ID NO: 5-7.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo comprende regiones variables de la cadena pesada y ligera, en el que
las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera comprenden:

(a) las SEQ ID NO: 9-11; 13-15; 21-23; 25-27; 29-31; 37-39; 45-47; 49-51; 57-59; 65-67; 73-75; 77-79; 85-87; o
93-95;

en el que el anticuerpo se une especificamente a CD73 humana. Los anticuerpos de la invencion comprenden
regiones variables de la cadena pesada vy ligera, en el que las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable
de la cadena pesada comprenden las SEQ ID NO: 13-15.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo comprende regiones variables de la cadena pesada y ligera, en el que:

(a) CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena pesada comprenden las SEQ ID NO: 5-7,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la regioén variable de la cadena ligera comprenden las SEQ ID NO:
9-11, respectivamente;

(b) CDR1, CDR2 y CDRS3 de la region variable de la cadena pesada comprenden las SEQ ID NO: 5-7,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera comprenden las SEQ ID NO:
13-15, respectivamente;

(c) CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena pesada comprenden las SEQ ID NO: 17-19,
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respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera comprenden las SEQ ID NO:
21-23, respectivamente;

(d) CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena pesada comprenden las SEQ ID NO: 17-19,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera comprenden las SEQ ID NO:
25-27, respectivamente;

(e) CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena pesada comprenden las SEQ ID NO: 17-19,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera comprenden las SEQ ID NO:
29-31, respectivamente;

(f) CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena pesada comprenden las SEQ ID NO: 33-35,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera comprenden las SEQ ID NO:
37-39, respectivamente;

(g) CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena pesada comprenden las SEQ ID NO: 41-43,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera comprenden las SEQ ID NO:
45-47, respectivamente;

(h) CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena pesada comprenden las SEQ ID NO: 41-43,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera comprenden las SEQ ID NO:
49-51, respectivamente;

(i) CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena pesada comprenden las SEQ ID NO: 53-55,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera comprenden las SEQ ID NO:
57-59, respectivamente;

(i) CDR1, CDR2 y CDRS3 de la region variable de la cadena pesada comprenden las SEQ ID NO: 61-63,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién variable de la cadena ligera comprenden las SEQ ID NO:
65-67, respectivamente;

(k) CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena pesada comprenden las SEQ ID NO: 69-71,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera comprenden las SEQ ID NO:
73-75, respectivamente;

() CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena pesada comprenden las SEQ ID NO: 69-71,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera comprenden las SEQ ID NO:
77-79, respectivamente;

(m) CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena pesada comprenden las SEQ ID NO: 81-83,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera comprenden las SEQ ID NO:
85-87, respectivamente; o

(n) CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena pesada comprenden las SEQ ID NO: 89-91,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera comprenden las SEQ ID NO:
93-95, respectivamente;

en las que el anticuerpo se une especificamente a CD73 humana.y opcionalmente tiene una o mas de las
caracteristicas enumeradas en la Tabla 3, por ejemplo, la capacidad para inhibir la desfosforilacion de AMP y para
mediar la internalizacién de CD73 dependiente de receptor.

En determinadas realizaciones de la invencion, el anticuerpo comprende regiones variables de la cadena pesada y
ligera, en el que las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera comprenden las SEQ ID
NO: 5-7, respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDRS3 de la region variable de la cadena ligera comprenden las SEQ ID
NO: 13-15, respectivamente;

en las que el anticuerpo se une especificamente a CD73 humana.y opcionalmente tiene una o mas de las
caracteristicas enumeradas en la Tabla 3, por ejemplo, la capacidad para inhibir la desfosforilacion de AMP y para
mediar la internalizacién de CD73 dependiente de receptor.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo comprende regiones variables de la cadena pesada y ligera, en el que:

(a) CDR1, CDR2 y CDRS3 de la region variable de la cadena pesada consisten en las SEQ ID NO: 5-7,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién variable de la cadena ligera consisten en las SEQ ID NO:
9-11, respectivamente;

(b) CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena pesada consisten en las SEQ ID NO: 5-7,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera consisten en las SEQ ID NO:
13-15, respectivamente;

(c) CDR1, CDR2 y CDRS3 de la region variable de la cadena pesada consisten en las SEQ ID NO: 17-19,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera consisten en las SEQ ID NO:
21-23, respectivamente;

(d) CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién variable de la cadena pesada consisten en las SEQ ID NO: 17-19,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera consisten en las SEQ ID NO:
25-27, respectivamente;

(e) CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién variable de la cadena pesada consisten en las SEQ ID NO: 17-19,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera consisten en las SEQ ID NO:
29-31, respectivamente;

(f) CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena pesada consisten en las SEQ ID NO: 33-35,
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respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDRS de la region variable de la cadena ligera consisten en las SEQ ID NO:
37-39, respectivamente;

(g) CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién variable de la cadena pesada consisten en las SEQ ID NO: 41-43,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera consisten en las SEQ ID NO:
45-47, respectivamente;

(h) CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién variable de la cadena pesada consisten en las SEQ ID NO: 41-43,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera consisten en las SEQ ID NO:
49-51, respectivamente;

(i) CDR1, CDR2 y CDRS3 de la region variable de la cadena pesada consisten en las SEQ ID NO: 53-55,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién variable de la cadena ligera consisten en las SEQ ID NO:
57-59, respectivamente;

(i) CDR1, CDR2 y CDRS3 de la region variable de la cadena pesada consisten en las SEQ ID NO: 61-63,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera consisten en las SEQ ID NO:
65-67, respectivamente;

(k) CDR1, CDR2 y CDRS3 de la region variable de la cadena pesada consisten en las SEQ ID NO: 69-71,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién variable de la cadena ligera consisten en las SEQ ID NO:
73-75, respectivamente;

() CDR1, CDR2 y CDRS3 de la region variable de la cadena pesada consisten en las SEQ ID NO: 69-71,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién variable de la cadena ligera consisten en las SEQ ID NO:
77-79, respectivamente;

(m) CDR1, CDR2 y CDRS3 de la regién variable de la cadena pesada consisten en las SEQ ID NO: 81-83,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién variable de la cadena ligera consisten en las SEQ ID NO:
85-87, respectivamente; o

(n) CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién variable de la cadena pesada consisten en las SEQ ID NO: 89-91,
respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera consisten en las SEQ ID NO:
93-95, respectivamente;

en las que el anticuerpo se une especificamente a CD73 humana.y opcionalmente tiene una o mas de las
caracteristicas enumeradas en la Tabla 3, por ejemplo, la capacidad para inhibir la desfosforilacion de AMP y para
mediar la internalizacién de CD73 dependiente de receptor.

En determinadas realizaciones de la invencion, el anticuerpo comprende regiones variables de la cadena pesada y
ligera, en el que las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena pesada consisten en las SEQ
ID NO: 5-7, respectivamente, y CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena ligera consisten en las SEQ
ID NO: 13-15, respectivamente;

en las que el anticuerpo se une especificamente a CD73 humana.y opcionalmente tiene una o mas de las
caracteristicas enumeradas en la Tabla 3, por ejemplo, la capacidad para inhibir la desfosforilacion de AMP y para
mediar la internalizacion de CD73 dependiente de receptor.

Dominios constantes de la cadena pesada de los anticuerpos anti-CD73

la regidn constante de la cadena pesada de los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento puede
ser de cualquier isotipo, por ejemplo, IgG1, 1I9G2, IgG3 y IgG4 o combinaciones de los mismos y/o modificaciones de
los mismos. Un anticuerpo anti-CD73 puede tener funcién efectora o puede no tener funcién efectora o reducida. En
determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento comprenden una region
constante de la cadena pesada modificada que proporciona propiedades aumentadas al anticuerpo. Como se
muestra en los Ejemplos, los anticuerpos anti-CD73 que tienen una bisagra de IgG2 y opcionalmente un dominio
CH1 de IgG2, tales como los que tienen las regiones variables del anticuerpo 11F11, se internalizan mejor y mas
rapido en relacion a los anticuerpos que tienen la misma regioén variable pero con una bisagra o CH1 de no 1IgG2, por
ejemplo, en relacion a los anticuerpos que tienen una bisagra de IgG1 o una bisagra de IgG1 y CH1 de IgG1. Por
ejemplo, un anticuerpo que comprende las regiones variables del anticuerpo 11F11 y que comprende una bisagra de
IgG2 y opcionalmente un CH1 de 1IgG2 y un CH2 de IgG1 y dominios CH3 de IgG1, y si con o sin funcién efectora,
se internaliza mas eficazmente en las células tras la unién a CD73 en la membrana celular en relacién al mismo
anticuerpo, pero con una bisagra de IgG1 o un dominio bisagra de IgG1 y CH1 de IgG1. Como ademas se muestra
en el presente documento, un anticuerpo de CD73 que tiene una bisagra de 1gG2 y el resto del anticuerpo de un
isotipo IgG1 se internaliza mas eficazmente que el mismo anticuerpo en el que la bisagra es de un isotipo IgG1. Un
anticuerpo que tiene, ademas de una bisagra de IgG2, un dominio CH1 de IgG2 internaliza incluso mas eficazmente
que el mismo anticuerpo en el que el dominio CH1 es un dominio CH1 de IgG1. Como ademas se muestra en el
presente documento, los anticuerpos anti-CD73 con una bisagra de 1gG2 y opcionalmente CH1 de IgG2 también
forman complejos anticuerpo/antigeno mayores que los anticuerpos que tienen una bisagra de IgG1 o bisagra de
IgG1 y CH1 de IgG1. La internalizacion incrementada parece correlacionarse con el tamafio incrementado del
complejo anticuerpo/antigeno. Como se describe ademas en los Ejemplos, la internalizacion aumentada no parece
estar asociada con una afinidad mayor o menor del anticuerpo. Por consiguiente, en el presente documento se
proporcionan anticuerpos anti-CD73 que tienen una region constante de la cadena pesada modificada que media la
internalizacion de CD73 mediada por anticuerpo, y en los que el anticuerpo con la regiéon constante de la cadena
pesada modificada se une a CD73 con una afinidad similar a la del mismo anticuerpo, pero con una region constante
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de la cadena pesada diferente.

En determinadas realizaciones, un anticuerpo CD73 comprende una region constante de la cadena pesada
modificada que comprende una bisagra del isotipo IgG2 (una "bisagra de 1gG2") y un dominio CH1, CH2 y CH3. En
determinadas realizaciones, una region constante de la cadena pesada comprende una bisagra de 1gG2 y un
dominio CH1, CH2 y CH3, en la que al menos uno del dominios CH1, CH2 y CH3 no es del isotipo 1gG2. Los
anticuerpos de la invencion comprenden una bisagra de 1gG2 y dominio CH1 de IgG2. En determinadas
realizaciones, una region constante de la cadena pesada modificada comprende una bisagra del isotipo IgG2, un
CH1 del isotipo IgG2, en la que al menos uno de los dominios CH2 y CH3 no es del isotipo IgG2. La bisagra de 1gG2
puede ser una bisagra de IgG2 tipo silvestre, por ejemplo, una bisagra de IgG2 humana tipo silvestre (por ejemplo,
que tiene la SEQ ID NO: 136) o una variante de la misma, siempre que la bisagra de IgG2 conserve la capacidad
para conferir al anticuerpo una actividad aumentada (por ejemplo, internalizacién incrementada por una célula;
inhibicién aumentada de la actividad enzimatica; actividad antagonista o bloqueante mejorada; la capacidad para
formar complejos grandes entrecruzados de anticuerpo/antigeno; capacidad incrementada para estimular o
aumentar una respuesta; y/o efecto antiproliferativo o antitumoral incrementado) en relacién al mismo anticuerpo que
comprende una bisagra de no 1IgG2 y opcionalmente un dominio CH1 de no IgG2. En determinadas realizaciones,
una variante de bisagra de IgG2 conserva rigidez o dureza similar a la de la bisagra de 1gG2 tipo silvestre. La rigidez
de una bisagra o un anticuerpo se puede determinar, por ejemplo, mediante modelado computarizado, microscopia
electrénica, espectroscopia tal como Resonancia magnética nuclear (NMR), cristalografia por rayos X, (factores B), o
ultracentrifugacion analitica de la velocidad de sedimentacion (AUC) para medir o comparar los radios de giro de los
anticuerpos que comprende la bisagra. Una bisagra o anticuerpo puede tener rigidez similar o superior en relacion
con otra bisagra si un anticuerpo que comprende la bisagra tiene un valor obtenido de uno de los ensayos descritos
en la frase anterior que difiere del valor del mismo anticuerpo con una bisagra diferente, por ejemplo, una bisagra de
IgG1, en menos del 5 %, 10 %, 25 %, 50 %, 75 % o 100 %. Un experto en la técnica sera capaz de determinar a
partir de los ensayos si una bisagra o un anticuerpo tiene al menos rigidez similar a la de otra bisagra o anticuerpo,
respectivamente, interpretando los resultados de estos ensayos. Una variante de bisagra de IgG2 humana ilustrativa
es una bisagra de 1IgG2 que comprende una sustitucion de uno o mas de los cuatro restos de cisteina (es decir,
C219, C220, C226 y C229) con otro aminoacido. Una cisteina puede estar reemplazada por una serina. Una bisagra
de IgG2 ilustrativa es una bisagra de IgG2 humana que comprende una mutacion C219X o una mutacion C220X, en
la que X es cualquier aminoacido excepto serina. En una determinada realizacion, una bisagra de IgG2 no
comprende tanto una sustitucion C219X como una C220X. En determinadas realizaciones, una bisagra de 1gG2
comprende C219S o C220S, pero no tanto C219S como C220S. Otras variantes de bisagra de IgG2 que se pueden
usar incluyen bisagras de 1gG2 humana que comprende la sustitucion C220, C226 y/o C229, por ejemplo, una
mutacion C220S, C226S o C229S (la cual se puede combinar con una mutacién C219S). Una bisagra de 1gG2
también puede ser una bisagra de IgG2 en la cual una porcién de la bisagra es la de otro isotipo (es decir, es una
bisagra quimérica o hibrida), siempre que la rigidez de la bisagra quimérica es al menos similar a la de una bisagra
de 1gG2 tipo silvestre. Por ejemplo, una bisagra de IgG2 puede ser una bisagra de 1IgG2 en la que la bisagra inferior
(como se define en la Tabla 2) es de un isotipo IgG1, y es, por ejemplo, una bisagra inferior de IgG1 tipo silvestre.

Una bisagra "hibrida" o "quimérica" se refiere que es un isotipo especifico si mas de la mitad de los aminoacidos
consecutivos de la bisagra son de ese isotipo. Por ejemplo, una bisagra que tiene una bisagra superior y media de
IgG2 y la bisagra inferior de IgG1 se considera que es una bisagra hibrida de 1gG2.

En determinadas realizaciones, un anticuerpo de CD73 comprende una region constante de la cadena pesada que
comprende una bisagra de IgG2 que comprende las siguientes bisagras:

ERKCCVECPPCPAPPVAG (SEQ ID NO: 348);
ERKSCVECPPCPAPPVAG (SEQ ID NO: 349);
ERKCSVECPPCPAPPVAG (SEQ ID NO: 350);
ERKXCVECPPCPAPPVAG (SEQ ID NO: 351);
ERKCXVECPPCPAPPVAG (SEQ ID NO: 352);
ERKCCVECPPCPAPPVAGX (SEQ ID NO: 353);
ERKSCVECPPCPAPPVAGX (SEQ ID NO: 354);
ERKCSVECPPCPAPPVAGX (SEQ ID NO: 355);
ERKXCVECPPCPAPPVAGX (SEQ ID NO: 356);
ERKCXVECPPCPAPPVAGX (SEQ ID NO: 357);
ERKCCVECPPCPAPELLGG (SEQ ID NO: 358);
ERKSCVECPPCPAPELLGG (SEQ ID NO: 359);
ERKCCSVECPPCPAPELLGG (SEQ ID NO: 360);
ERKXCVECPPCPAPELLGG (SEQ ID NO: 361);
ERKCXVECPPCPAPELLGG (SEQ ID NO: 362);
ERKCCVECPPCPAPELLG (SEQ ID NO: 363);
ERKSCVECPPCPAPELLG (SEQ ID NO: 364);
ERKCCSVECPPCPAPELLG (SEQ ID NO: 365);
ERKXCVECPPCPAPELLG (SEQ ID NO: 366);
ERKCXVECPPCPAPELLG (SEQ ID NO: 367);
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ERKCCVECPPCPAP (SEQ ID NO: 368);
ERKSCVECPPCPAP (SEQ ID NO: 369);
ERKCSVECPPCPAP (SEQ ID NO: 370);
ERKXCVECPPCPAP (SEQ ID NO: 371); o
ERKCXVECPPCPAP (SEQ ID NO: 372),

en las que X es cualquier aminoacido, excepto una cisteina,
o cualquiera de las anteriores secuencias, en las que 1-5, 1-3, 1-2 o 1 aminoacido se inserta entre los restos de
aminoacidos CVE y CPP. En determinadas realizaciones, se inserta THT o GGG.

En determinadas realizaciones, la bisagra comprende las SEQ ID NO: 348, 349, 350, 351, 0352, enlasque 1,2,3 0
todos los 4 aminoacidos P233, V234, A235 y G237 (correspondientes a los 4 aminoacidos C-terminales "PVAG"
(SEQ ID NO: 373) estan delecionados o sustituidos por otro aminoacido, por ejemplo, los aminoacidos del extremo C
de la bisagra de I1gG1 (ELLG (SEQ ID NO: 374) o ELLGG (SEQ ID NO: 375). En determinadas realizaciones, la
bisagra comprende las SEQ ID NO: 348, 349, 350, 351, o0 352, en las que V234, A235 y G237 estan delecionados o
sustituidos por otro aminoacido. En determinadas realizaciones, la bisagra comprende las SEQ ID NO: 348, 349,
350, 351, 0 352, en las que A235 y G237 estan delecionados o sustituidos por otro aminoacido. En determinadas
realizaciones, la bisagra comprende las SEQ ID NO: 348, 349, 350, 351, 0 352, en las que G237 esta delecionado o
sustituido por otro aminoacido. En determinadas realizaciones, la bisagra comprende las SEQ ID NO: 348, 349, 350,
351, 0 352, en las que V234 y A235 estan delecionados o sustituidos por otro aminoacido. La sustitucion de PVAG
(SEQ ID NO: 373) en una IgG2 con los correspondientes aminoacidos de una bisagra de IgG1, es decir, (ELLG
(SEQ ID NO: 374) o ELLGG (SEQ ID NO: 375)) para obtener una bisagra hibrida, por ejemplo, mostrado
anteriormente, proporciona una bisagra que tiene las ventajas de una bisagra de 1gG2 y la funcién efectora de las
bisagras de 1gG1.

En determinadas realizaciones, una region constante de la cadena pesada modificada comprende una bisagra que
consiste esencialmente en una de las secuencias anteriormente mostradas, por ejemplo, una cualquiera de las SEQ
ID NO: 348-372 y por ejemplo, no comprende restos de aminoacidos de bisagra adicional.

En determinadas realizaciones, 1 o 1-2 o 1-3 aminoacidos estan insertados entre la bisagra y el dominio CH2, por
ejemplo, se puede afadir una glicina adicional.

En determinadas realizaciones, un anticuerpo anti-CD73 comprende una regién constante de la cadena pesada que
comprende una IgG1 (no comprendida en los anticuerpos de la invencion) o la region constante de IgG2, en el que la
bisagra comprende una delecidon de 1-10 aminoacidos. Como se muestra en los Ejemplos, un anticuerpo IgG1 que
carece de los restos de aminoacidos SCDKTHT (S219, C220, D221, K222, T223, H224 y T225; SEQ ID NO: 376)
confirié internalizacion de CD73 mediada por anticuerpo mas eficazmente que el mismo anticuerpo que tiene una
region constante de IgG1 tipo silvestre. Igualmente, en el contexto de un anticuerpo IgG2, un anticuerpo 1gG2 que
carece de los restos de aminoacidos CCVE (C219, C220, V222 y E224; SEQ ID NO: 377) confiri6 internalizacion de
CD73 mediada por anticuerpo mas eficazmente que el mismo anticuerpo que tiene una region constante de IgG1
tipo silvestre. Por consiguiente, en el presente documento se proporciona la region constante de la cadena pesada
en la que la bisagra comprende una delecion de 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 restos de aminoacidos, seleccionados de los
restos S219, C220, D221, K222, T223, H224 y T225 para un anticuerpo 1gG1, y restos C219, C220, V222 y E224
para un anticuerpo IgG2.

En determinadas realizaciones, una region constante de la cadena pesada modificada comprende un dominio CH1
que es un domino CH1 tipo silvestre del isotipo IgG1 (no comprendido en los anticuerpos de la invencion) o igG2
("dominio CH1 de IgG1" o "dominio CH1 de IgG2", respectivamente). También se pueden usar los dominios CH1 de
los isotipos 1IgG3 y IgG4 ("dominio CH1 de IgG3 y "dominio CH1 de IgG4", respectivamente) (no comprendido en los
anticuerpos de la invencién). Un dominio CH1 también puede ser una variante de un dominio CH1 tipo silvestre, por
ejemplo, una variante de un dominio CH1 de IgG1 tipo silvestre, IgG2, IgG3 o IgG4. Variantes ilustrativas de los
dominios CH1 incluyen A114C, T173C y/o C131, por ejemplo, C131S.

Un dominio CH1, por ejemplo, un dominio CH1 de 1gG2, puede comprender la sustitucion C131S, dicha sustitucion
confiere sobre un anticuerpo IgG2 o anticuerpo que tiene un CH1 de IgG2 y bisagra de la forma B (o conformacion).

La region constante de la cadena pesada modificada segun la invencion comprende un dominio CH1 que es del
isotipo 1I9G2. En determinadas realizaciones, el dominio CH1 es dominio CH1 de 1gG2 tipo silvestre, por ejemplo,
que tiene la secuencia de aminoacidos:
ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS

GLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTV (SEQ ID NO: 378). En determinadas realizaciones, el
dominio CH1 es una variante de SEQ ID NO: 378 y comprende 1-10, 1-5, 1-2 o 1 sustituciones o deleciones de
aminoacido en relacion a la SEQ ID NO: 378. Como se describe ademas en los Ejemplos, se ha demostrado en el
presente documento que un dominio CH1 de IgG2 o variantes del mismo confiere propiedades de internalizacion
aumentadas o alteradas a anticuerpos anti-CD73 en relacién a anticuerpos IgG1 e incluso internalizaciéon mas
aumentada o alterada cuando los anticuerpos también comprenden una bisagra de IgG2. En determinadas

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2807 182 T3

realizaciones, las variantes de CH1 de IgG2 no comprenden sustitucion o delecion de aminoacidos en uno o mas de
los siguientes restos de aminoacidos: C131, R133, E137 y S138, dichos restos de aminoacidos se muestran en
negrita y subrayados en la SEQ ID NO: 378 anteriormente mostrada. Por ejemplo, una region constante de la
cadena pesada modificada puede comprender un dominio CH1 de IgG2 en el que ninguno de R133, E137 y S138
estan sustituidos con otro aminoacido o se somete a delecion o en el que ninguno de C131, R133, E137 y S138
estan sustituidos con otro aminoacido o se someten a delecion. En determinadas realizaciones, C131 esta sustituido
con otro aminoacido, por ejemplo, C131S, dicha sustitucion desencadena que el anticuerpo adopte la conformacion
B. Tanto los anticuerpos de conformacion A como de conformacion B que tienen regiones contantes de la cadena
pesada modificadas han mostrado en el presente documento que tienen actividades aumentadas en relacion con el
mismo anticuerpo con una region constante de IgG1.

En determinadas realizaciones, N192 y/o F193 (mostrados como restos en cursiva y subrayados en la SEQ ID NO:
378 anteriormente mostrada) estan sustituidos con otro aminoacido, por ejemplo, con los correspondientes
aminoacidos en IgG1, es decir, N192S y/o F193L.

En determinadas realizaciones, uno o mas restos de aminoacidos de un dominio CH1 de IgG2 estan sustituidos con
los correspondientes restos de aminoacidos en IgG4. Por ejemplo, N192 puede ser N192S; F193 puede ser F193L;
C131 puede ser C131K; y/o T214 puede ser T214R.

Un anticuerpo puede comprender una region constante de la cadena pesada modificada que comprende un dominio
CH1 de IgG2 o variante del mismo y bisagra de IgG2 o variante de la misma. La bisagra y el dominio CH1 puede ser
una combinacion de cualquier bisagra de 1IgG2 y el dominio CH1 de IgG2 descritos en el presente documento. En
determinadas realizaciones, el CH1 de I1gG2 y la bisagra comprenden la siguiente secuencia de aminoacidos
ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFG
TQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAG (SEQ ID NO: 379) o una secuencia de aminoacidos que
difiere de la misma en como mucho 1-10 aminoacidos. Las variantes de aminoacidos son como se describen para la
bisagra y los dominios CH1 anteriormente.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos comprenden al menos una bisagra de IgG2, y opcionalmente
también un dominio CH1 de IgG2 o fragmento o derivado de la bisagra y/o dominio CH1 y el anticuerpo ha adoptado
la forma (de conformacion) A (véase, por ejemplo, Allen et al. (2009) Biochemistry 48:3.755). En determinadas
realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 comprenden al menos una bisagra de IgG2, y opcionalmente también un
dominio CH1 de IgG2 o fragmento o derivado de la bisagra y/o dominio CH1 y el anticuerpo ha adoptado la forma B
(véase, por ejemplo, Allen et al. (2009) Biochemistry 48:3.755).

En determinadas realizaciones, una region constante de la cadena pesada modificada comprende un dominio CH2
que es un dominio CH2 tipo silvestre del isotipo 1IgG1, IgG2, IgG3 o 1IgG4 ("domino CH2 de IgG1", "dominio CH2 de
IgG2", "dominio CH2 de IgG3", o "dominio CH2 de IgG4", respectivamente). Un dominio CH2 también puede ser una
variante de un dominio CH2 tipo silvestre, por ejemplo, una variante de un dominio CH2 de IgG1 tipo silvestre, 1IgG2,
IgG3 o IgG4. Variantes ilustrativas de dominios CH2 incluyen variantes que modulan una actividad bioldgica de la
region Fc de un anticuerpo, tal como ADCC o CDC o modulan la semivida del anticuerpo o su estabilidad. En una
realizacion, el dominio CH2 es un dominio CH2 de IgG1 con una mutacion A330S y P331S, en la que el dominio
CH2 tiene funcion efectora reducida en relaciéon con el mismo dominio CH2 sin las mutaciones. Un dominio CH2
puede tener funcion efectora aumentada. Los dominios CH2 pueden comprender una o mas de las siguientes
mutaciones: SE  (S267E), SELF (S267E/I328F), SDIE (S239D/I332E), SEFF y GASDALIE
(G236A/S239D/A330L/I332E) y/o una o mas de las mutaciones en los siguientes aminoacidos: E233, G237, P238,
H268, P271, L328 y A330. Otras mutaciones se exponen ademas en el presente documento en otra parte.

En determinadas realizaciones, una region constante de la cadena pesada modificada comprende un dominio CH3
que es un dominio CH3 tipo silvestre del isotipo 1IgG1, IgG2, IgG3 o 1IgG4 ("domino CH3 de IgG1", "dominio CH3 de
IgG2", "dominio CH3 de IgG3", o "dominio CH3 de IgG4", respectivamente. Un dominio CH3 también puede ser una
variante de un dominio CH3 tipo silvestre, por ejemplo, una variante de un dominio CH1 de IgG1 tipo silvestre, 1IgG2,
IgG3 o IgG4. Variantes ilustrativas de dominios CH3 incluyen variantes que modulan una actividad bioldgica de la
region Fc de un anticuerpo, tal como ADCC o CDC o modulan la semivida del anticuerpo o su estabilidad.

La region constante de la cadena pesada segun la invencion comprende una bisagra del isotipo IgG2 y una region
CH1 del isotipo IgG2. La bisagra y CH1 de IgG2 pueden ser bisagra de IgG2 y CH1 tipo silvestre o variantes de los
mismos, siempre que tengan la actividad bioldgica deseada. En determinadas realizaciones, una region constante de
la cadena pesada modificada comprende una bisagra de IgG2 que comprende la mutacion C219S, y un CH1 de
IgG2, que puede ser de tipo silvestre o comprender como mucho 1-10, 1-5, 1-3, 1-2 o 1 sustitucion, delecion o
adicion de aminoacidos. La region constante de la cadena pesada modificada puede ademas comprender dominios
CH2 y CHa3 tipo silvestre o mutados. Por ejemplo, un anticuerpo de CD73 puede comprender un dominio constante
de la cadena pesada que comprende un dominio CH1 de 1gG2, una bisagra de 1gG2, que pueden comprender
C219S y un dominio CH2 y CH3 de IgG1, en el que los dominios CH2 y CH3 pueden ser no efectores, tal como
comprendiendo mutaciones A330S y P331S.
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Generalmente, las variantes de dominios CH1, bisagra, CH2 o CH3 puede comprender 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10 0
mas mutaciones, y/o como mucho 10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1 mutacién, o 1-10 o 1-5 mutaciones, o comprender una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o
99 % idéntica a la del correspondiente dominio tipo silvestre (dominio CH1, bisagra, CH2 o CH3, respectivamente),
siempre que la region constante de la cadena pesada que comprende la variante especifica conserve la actividad
bioldgica necesaria.

La Tabla 5 expone las regiones constantes de la cadena pesada humana ilustrativa que comprenden un domino
CH1, bisagra, CH2 y/o CHS3, en las que cada dominio es un dominio tipo silvestre o una variante del mismo que
proporciona la actividad biolégica deseada a la regidon constante de la cadena pesada. Los anticuerpos de la
invencion comprenden una bisagra de 1IgG2 y dominio CH1 de IgG2. Una celda no rellenada en la Tabla 5 indica que
el dominio esta presente o no, y si esta presente puede ser de cualquier isotipo, por ejemplo, IgG1, 1gG2, IgG3 o
IgG4. Por ejemplo, un anticuerpo que comprende la region constante de la cadena pesada 1 en la Tabla 5 es un
anticuerpo que comprende una region constante de la cadena pesada que comprende al menos una bisagra de
IgG2, y que también puede comprender un dominio CH1, CH2 y/o CH3, y si esta presente, dicho dominio CH1, CH2
y/o CH3 es de un isotipo IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4. Como otro ejemplo para entender la Tabla 5, un anticuerpo que
comprende una region constante de la cadena pesada 8 es un anticuerpo que comprende una region constante de la
cadena pesada que comprende un dominio de CH1 de IgG1, y bisagra de 1gG2, un dominio CH2 de IgG1, y que
puede o no puede comprender también un dominio CH3, el cual esta presente, puede ser un isotipo IgG1, 1gG2,
IgG3 o IgG4.

Tabla 5:
MHCCR* |CH1 |Bisagra |CH2 |CH3
1 IgG2
2 IgG1 | 1gG2
3 IgG2 |1gG2
4 IgG2 IgG1
5 IgG2 IgG2
6 IgG2 IgG1
7 IgG2 IgG2
8 IgG1 | 1gG2 IgG1
9 IgG1 | 1gG2 IgG2
10 IgG2 |1gG2 IgG1
11 IgG2 |1gG2 IgG2
12 IgG1 | 1gG2 IgG1
13 IgG1 | 1gG2 IgG2
14 IgG2 |1gG2 IgG1
15 IgG2 |1gG2 IgG2
16 IgG2 IgG1 | IgG1
17 IgG2 IgG1 | 1gG2
18 IgG2 IgG2 |IgG1
19 IgG2 IgG2 |1gG2
20 IgG1 | 1gG2 IgG1 | IgG1
21 IgG1 | 1gG2 IgG1 | 1gG2
22 IgG1 |1gG2 IgG2 |IgG1
23 IgG1 | 1gG2 IgG2 |1gG2
24 IgG2 |1gG2 IgG1 | IgG1
25 IgG2 |1gG2 IgG1 | 1gG2
26 IgG2 |1gG2 IgG2 |IgG1
27 IgG2 |1gG2 IgG2 |1gG2
* Una region constante de la cadena pesada

En determinadas realizaciones, un anticuerpo que comprende una region constante de la cadena pesada mostrada
en la Tabla 5 tiene una actividad biolégica aumentada en relacién con el mismo anticuerpo que comprende una
region constante de la cadena pesada que no comprende esa region constante de la cadena pesada especifica o en
relaciéon con el mismo anticuerpo que comprende una region constante de IgG1.

En determinadas realizaciones, un método para mejorar la actividad bioldgica de un anticuerpo anti-CD73 que
comprende una bisagra de no IgG2 y/o dominio CH1 de no IgG2 comprende proporcionar un anticuerpo anti-CD73
que comprende una bisagra de no 1gG2 y/o un dominio CH1 de no IgG2, y reemplazar la bisagra de no IgG2 y el
dominio CH1 de no IgG2 por una bisagra de 1IgG2 y un dominio CH1 de IgG2, respectivamente. Un método para
mejorar la actividad biolégica de un anticuerpo de CD73 que no comprende una region constante de la cadena
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pesada modificada, puede comprender proporcionar un anticuerpo anti-CD73 que no comprende una region
constante de la cadena pesada modificada, y reemplazar su regiéon constante de la cadena pesada por una region

constante de la cadena pesada modificada.

Regiones constantes de la cadena pesada modificadas ilustrativas que se pueden unir a regiones variables anti-
CD73, por ejemplo, aquellas descritas en el presente documento, se proporcionan en la Tabla 6, la cual expone la
identidad de cada uno de los dominios. Los anticuerpos de la invencion comprenden una bisagra de IgG2 y dominio

CH1 de IgG2.
Tabla 6:
* Una regioén constante | CH1 Bisagra CH2 CH3 SEQID NO de
de la cadena pesada la RCCPM
modificada completa
IgG1-IgG2-IgG1f IgG1 tipo IgG2/1IgG1 SEQ | 1gG1 tipo silvestre | IgG1 tipo SEQ ID NO:
silvestre SEQ | ID NO:178 SEQ ID NO:137 | silvestre SEQ | 180
ID NO:98 ID NO:138
IgG1-lgG2- IgG1 tipo IgG2 tipo IgG1 tipo silvestre | IgG1 tipo SEQ ID NO:
IgG1f2 silvestre SEQ | silvestre SEQ ID |SEQ ID NO:137 | silvestre SEQ | 162
ID NO:98 NO:136 ID NO:138
IgG1-IgG2CSs- IgG1 tipo IgG2C219S/IgG1 | IgG1 tipo silvestre | IgG1 tipo SEQ ID NO:
lgG1f silvestre SEQ | SEQ ID NO:179 |SEQ ID NO:137 | silvestre SEQ | 181
ID NO:98 ID NO:138
IgG1-IgG2CSs- IgG1 tipo IgG2 C219S SEQ | IgG1 tipo silvestre | IgG1 tipo SEQ ID NO:
IgG1f2 silvestre SEQ | ID NO:123 SEQ ID NO:137 | silvestre SEQ | 163
ID NO:98 ID NO:138
IgG2-IgG1f IgG2 tipo IgG2/1IgG1 SEQ | 1gGH1 tipo silvestre | IgG1 tipo SEQ ID NO:
silvestre SEQ | ID NO:178 SEQ ID NO:137 | silvestre SEQ | 182
ID NO:124 ID NO:138
lgG2-IgG1f2 IgG2 tipo IgG2 tipo IgG1 tipo silvestre | IgG1 tipo SEQ ID NO:
silvestre SEQ | silvestre SEQ ID | SEQ ID NO:137 | silvestre SEQ | 164
ID NO:124 NO:136 ID NO:138
IgG2CS-IgG1f IgG2 tipo IgG2C219S/IgG1 | IgG1 tipo silvestre | IgG1 tipo SEQ ID NO:
silvestre SEQ | SEQ ID NO:179 | SEQ ID NO:137 | silvestre SEQ | 183
ID NO:124 ID NO:138
IgG2CS-IgG1f2 IgG2 tipo IgG2 C219S SEQ | IgG1 tipo silvestre | IgG1 tipo SEQ ID NO:
silvestre SEQ | ID NO:123 SEQ ID NO:137 | silvestre SEQ | 165
ID NO:124 ID NO:138
IgG1-lgG2- IgG1 tipo IgG2 tipo IgG1 IgG1 tipo SEQ ID NO:
IgG1.1f silvestre SEQ | silvestre SEQ ID | A330S/P331S silvestre SEQ | 166
ID NO:98 NO:136 SEQID NO:125 |ID NO:138
IgG1-IgG2Cs- IgG1 tipo IgG2 C219S SEQ | IgG1 IgG1 tipo SEQ ID NO:
IgG1.1f silvestre SEQ | ID NO:123 A330S/P331S silvestre SEQ | 167
ID NO:98 SEQID NO:125 |ID NO:138
lgG2-igG1.1f IgG2 tipo IgG2 tipo IgG1 IgG1 tipo SEQ ID NO:
silvestre SEQ | silvestre SEQ ID | A330S/P331S silvestre SEQ | 168
ID NO:124 NO:136 SEQID NO:125 |ID NO:138
IgG2CS-igG1.1f IgG2 tipo IgG2 C219S SEQ | IgG1 IgG1 tipo SEQ ID NO:
silvestre SEQ | ID NO:123 A330S/P331S silvestre SEQ | 169
ID NO:124 SEQID NO:125 |ID NO:138

En determinadas realizaciones, un anticuerpo comprende una region constante de la cadena pesada modificada que
comprende una bisagra de IgG2 que comprende la SEQ ID NO: 123, 136, 178, 179, o 348-372 o una variante de las
mismas, tal como bisagra de IgG2 que comprende una secuencia de aminoacidos que (i) difiere de la SEQ ID NO:
123, 136, 178, 179, 0 348-372 en 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones de aminoacidos, adiciones o deleciones; (ii) difiere de la
SEQ ID NO: 123, 136, 178, 179, 0 348-372 en 5, 4, 3, 2, 1 sustituciones de aminoacidos, adiciones o deleciones; (iii)
difiere de la SEQ ID NO: 123, 136, 178, 179, o 348-372 en 1-5, 1-3, 1-2, 2-5 o 3-5 sustituciones de aminoacidos,
adiciones o deleciones y/o (iv) comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 75 %,
80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la SEQ ID NO:123, 136, 178, 179, o 348-372, en la
que en cualquiera de (i)-(iv), una sustitucién de aminoacido puede ser una sustitucién de aminoacido conservadora o
una sustitucion de aminoacido no conservadora; y en la que la region constante de la cadena pesada modificada
tiene una actividad bioldgica aumentada en relacion con la de otra region constante de cadena pesada, por ejemplo,
una region constante de la cadena pesada que comprende una bisagra de no IgG2 o en relacion con la misma
region constante de la cadena pesada modificada que comprende una bisagra de no IgG2. Por ejemplo, la bisagra
puede ser de tipo silvestre, o comprender una C219S, C220S o sustituciones C219S y C220S.
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En determinadas realizaciones, un anticuerpo comprende una region constante de la cadena pesada modificada que
comprende el dominio CH1 de IgG1 que comprende la SEQ ID NO: 98 (no comprendido en los anticuerpos de la
invencion) o un dominio CH1 de 1gG2 que comprende la SEQ ID NO: 124, o una variante de la SEQ ID NO: 98 o
124, dicha variante (i) difiere de la SEQ ID NO: 98 0 124 en 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones de aminoacidos, adiciones o
deleciones; (ii) difiere de la SEQ ID NO: 98, o 124 en como mucho 5, 4, 3, 2 o 1 sustituciones de aminoacido,
adiciones o deleciones; (ii) difiere de la SEQ ID NO: 98, o 124 en 1-5, 1-3, 1-2, 2-5 o 3-5 sustituciones de
aminoacido, adiciones o deleciones y/o (iv) comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica con la SEQ ID NO: 98 o0 124,
en la que en cualquiera de (i)-(iv), una sustitucion de aminoacido puede ser una sustitucién de aminoacidos
conservadora o una sustitucion de aminoacidos no conservadora; y en la que la regidon constante de la cadena
pesada modificada tiene una actividad biolégica aumentada en relacion con la de otra region constante de cadena
pesada, por ejemplo, una region constante de la cadena pesada que comprende una bisagra de no IgG2 o bisagra
de no IgG2y dominio CH1 o en relacién con la misma region constante de la cadena pesada que comprende un
bisagra de no IgG2 o bisagra de no IgG2 y dominio CH1. Un dominio CH1 de IgG2 puede comprender C131S u
otras mutaciones que causan que una bisagra de IgG2 y CH1 que contienen anticuerpo adopten o bien una forma A
o una B.

En determinadas realizaciones, un anticuerpo descrito en el presente documento comprende una regidon constante
de la cadena pesada que comprende un dominio CH2 de IgG1 que comprende la SEQ ID NO: 137 o 125, o una
variante de SEQ ID NO: 137 o 125, dicha variante (i) difiere de la SEQ ID NO: 137 0 125 en 1, 2, 3,405
sustituciones de aminoacidos, adiciones o deleciones; (ii) difiere de la SEQ ID NO: 137, 0 125 en como mucho 5, 4,
3, 2 0 1 sustituciones de aminoacido, adiciones o deleciones; (ii) difiere de la SEQ ID NO: 137, 0 125 en 1-5, 1-3, 1-
2, 2-5 o 3-5 sustituciones de aminoacido, adiciones o deleciones y/o (iv) comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos aproximadamente 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntica con la SEQ ID
NO: 137 o 125, en la que en cualquiera de (i)-(iv), una sustituciéon de aminoacido puede ser una sustitucion de
aminoacidos conservadora o una sustitucion de aminoacidos no conservadora; y en la que la regién constante de la
cadena pesada modificada tiene una actividad biolégica aumentada en relacidon con la de otra region constante de
cadena pesada, por ejemplo, una region constante de la cadena pesada que comprende una bisagra de no IgG2 o
en relacion con la misma region constante de la cadena pesada modificada que comprende una bisagra de no IgG2.

En determinadas realizaciones, un anticuerpo descrito en el presente documento comprende una regidon constante
de la cadena pesada que comprende un dominio CH3 de IgG1 que comprende la SEQ ID NO: 138, o una variante
de SEQ ID NO: 138, dicha variante (i) difiere de la SEQ ID NO: 138 en 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones de aminoacido,
adiciones o deleciones; (ii) difiere de la SEQ ID NO: o 138 en como mucho 5, 4, 3, 2 o 1 sustituciones de
aminoacido, adiciones o deleciones; (ii) difiere de la SEQ ID NO: o0 138 en 1-5, 1-3, 1-2, 2-5 o 3-5 sustituciones de
aminoacido, adiciones o deleciones y/o (iv) comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 138, en la que
en cualquiera de (i)-(iv), una sustitucion de aminoacido puede ser una sustitucion de aminoacidos conservadora o
una sustitucion de aminoacidos no conservadora; y en la que la region constante de la cadena pesada modificada
tiene una actividad biolégica aumentada en relacion con la de otra region constante de cadena pesada, por ejemplo,
una region constante de la cadena pesada que comprende una bisagra de no IgG2 o en relacion con la misma
region constante de la cadena pesada modificada que comprende una bisagra de no IgG2.

Las regiones constantes de la cadena pesada modificadas también pueden comprender una combinacion de los
dominios CH1, bisagra, CH2 y CH3 anteriormente descritos.

En determinadas realizaciones, un anticuerpo de CD73 comprende una region constante de la cadena pesada
modificada que comprende una cualquiera de las SEQ ID NO: 162-169, 180-183, 267-282, y 300-347, o una variante
de una cualquiera de las SEQ ID NO: 162-169, 180-183, 267-282, y 300-347, dicha variante (i) difiere de las SEQ ID
NO: 162-169, 180-183, 267-282, y 300-347 en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas sustituciones de aminoacido,
adiciones o deleciones; (ii) difiere de las SEQ ID NO: 162-169, 180-183, 267-282, y 300-347 en como mucho 10, 9,
8,7,6,5, 4, 3, 2 01 sustituciones de aminoacido, adiciones o deleciones; (iii) difiere de las SEQ ID NO: 162-169,
180-183, 267-282, y 300-347 en 1-5, 1-3, 1-2, 2-5, 3-5, 1-10 o 5-10 sustituciones de aminoacido, adiciones o
deleciones y/o (iv) comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 75 %, 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntica a cualquiera de las SEQ ID NO: 162-169, 180-183, 267-282, y 300-
347, en la que en cualquiera de (i)-(iv), una sustitucion de aminoacido puede ser una sustitucion de aminoacidos
conservadora o una sustitucion de aminoacidos no conservadora; y en la que la regidon constante de la cadena
pesada modificada tiene una actividad biolégica aumentada en relacion con la de otra region constante de cadena
pesada, por ejemplo, una region constante de la cadena pesada que comprende una bisagra de no IgG2 y dominio
CH1 de no IgG2 o relativa a la misma region constante de la cadena pesada que comprende un bisagra de no IgG2
y/o un dominio CH1 de no IgG2.

Las regiones constantes de la cadena pesada modificada pueden tener (i) funcién efectora similar, reducida o

incrementada (por ejemplo, unién a FcyR, por ejemplo, FcyRIIB) en relacion con una regiéon constante de la cadena
pesada tipo silvestre y/o (ii) semivida similar, reducida o incrementada (o unién al receptor FcRn) en relacién con la
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region constante de la cadena pesada.

El dominio VH de un anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente documento se puede unir a una regidon constante
de la cadena pesada descrita en el presente documento. Por ejemplo, La Figura 18 muestra la secuencia de
aminoacidos del anticuerpo CD73.4 unida a la regidon constante de la cadena pesada 1gG2CS-IgG1.1f (SEQ ID
NO:133 o 169). El presente documento también abarca anticuerpos que comprenden una cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que difiere de la de CD73.4-IgG2CS-IgGlL.If (SEQ ID NO:133 o 189) en
como mucho 1-30, 1-25, 1-20, 1-15, 1-10, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2 0 1 aminoacidos (por sustitucion, adicion o delecién) y/o
que son al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idénticas a la secuencia de aminoacidos de la
cadena pesada de CD73.4-IgG2CS-IgG1.1f (SEQ ID NO:133 o 189). Por ejemplo, el presente documento abarca
anticuerpos que comprenden la cadena pesada de CD73.4-IgG2CS-IgG1.1f (SEQ ID NO: 133 0 189), y en la que K
0 GK o PGK C-terminales estan delecionados o estan presentes. Otras variantes de CD73.4-IgG2CS-IgG1.1f (SEQ
ID NO:133 o 189) incluyen aquellas que tienen una cadena pesada que es de un alotipo diferente, y en las que, por
ejemplo, los aminoacidos 356 y 358 son D y L, respectivamente. Las variantes incluyen aquellas que incluyen una
cisteina adicional mutada en la bisagra de 1gG2, por ejemplo, C220 (o tienen C220S en lugar de C219S), y aquellas
que no tienen las mutaciones A330S y/o P331S. Las variantes de CD73.4-IgG2CS-IgG1.1f (SEQ ID NO:133 o 189)
preferentemente tienen al menos propiedades bioquimicas similares y/o actividades bioldgicas, por ejemplo, eficacia
de internalizacion, inhibicion de la actividad enzimatica de CD73, afinidad a CD73 humana y unién al mismo epitopo
o similar, en relacién con CD73.4-IgG2CS-IgG1.1f (SEQ ID NO: 133 o0 189).

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73, o porciones de unién a antigeno de los mismos,
comprenden una cualquiera de las regiones constantes descritas en el presente documento, por ejemplo, regiones
constantes que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 126, 127, 129, 130, 162-
169, 180-183, 267-282, y 300-347.

Una cadena ligera de un anti-CD73 descrito en el presente documento puede comprender una region constan de la
cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 131, o una variante de SEQ ID NO: 131, dicha variante (i) difiere de la
SEQIDNO:131en1,2,3,4,5,6, 7, 8,9, 10 sustituciones de aminoacidos, adiciones o deleciones; (ii) difiere de la
SEQ ID NO: 0 131 en como mucho 10, 9, 8, 7, 6,5, 4, 3, 2, o 1 sustituciones de aminoacidos, adiciones o deleciones;
(ii) difiere de la SEQ ID NO: o0 131 en 1-5, 1-3, 1-2, 2-5, 3-5, 1-10, o 5-10 sustituciones de aminoacidos, adiciones o
deleciones y/o (iv) comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 75 %, 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 131, en la que en cualquiera de (i)-(iv), una
sustitucién de aminoacidos puede ser una sustitucion de aminoacidos conservadora o una sustitucion de
aminoacidos no conservadora. Una mutacion CL ilustrativa incluye C124S.

Las cadenas pesadas y ligeras que comprenden una secuencia de aminoacidos que es al menos 99 %, 98 %, 97 %,
96 %, 95 %, 90 %, 85 %, 80 %, 75 % o 70 % idéntica a cualquiera de las cadenas pesadas y ligeras expuestas en la
Tabla 35, como se detalla en el presente documento (o su regiones variables), se pueden usar para formar
anticuerpos anti-CD73 humana que tienen las caracteristicas deseadas, por ejemplo, aquellas descritas ademas en
el presente documento. Variantes ilustrativas son aquellas que comprenden una variacion alotipica, por ejemplo, en
el dominio constante. Las cadenas pesadas y ligeras que comprenden una secuencia de aminoacidos que difiere en
al menos 1-30, 1-25, 1-20, 1-15, 1-10, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2 0 1 aminoacido (por sustitucion, adicion o delecién) de
cualquiera de las cadenas pesadas y ligeras expuestas en la Tabla 35, como se describe en el presente documento
(o su regiones variables), se pueden usar para formar anticuerpos anti-CD73 humana que tienen las caracteristicas
deseadas, por ejemplo, aquellas descritas ademas en el presente documento.

En diversas realizaciones, los anticuerpos anteriormente descritos presentan una o mas, dos o mas, tres o0 mas,
cuatro o mas, cinco o mas, seis o0 mas, siete o mas, ocho o mas, nueve o mas, diez, o todas las propiedades
funcionales enumeradas en la Tabla 3.

Tales anticuerpos incluyen, por ejemplo, anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados, o anticuerpos quimeéricos.

En una realizacion, los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento se unen a CD73 humana tanto
glicosilada (por ejemplo, glicosilacién ligada a N o ligada O) como no glicosilada. Determinados anticuerpos anti-
CD73 pueden unirse a CD73 glicosilada, pero no a no glicosilada o a CD73 no glicosilada pero no a glicosiladas.

En una realizacién, los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento se unen a un epitopo
conformacional.

En una realizacion, los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento se unen a restos de aminoacidos
dentro de la siguiente region de CD73 humana:

FTKVQQIRRAEPNVLLLDA (SEQ ID NO: 96) y

correspondiente a restos de aminoacidos 65-83 de CD73 humana (SEQ ID NO: 1 o 2), como se determina mediante,
por ejemplo, HDX-MS.

En una realizacion, los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento se unen a todos o una parte de
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los siguientes restos en CD73 humana: FTKVQQIRRAEPNVLLLDA (SEQ ID NO: 96), que corresponde a los restos
de aminoacidos 65-83 de CD73 humana (SEQ ID NO: 1 o 2), como se determina mediante, por ejemplo, HDX-MS.

En una realizacion, el anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente documento se une a restos de aminoacidos
dentro de la siguiente region de CD73 humana:

LYLPYKVLPVGDEVVG (SEQ ID NO: 97),

correspondiente a restos de aminoacidos 157-172 de CD73 humana (SEQ ID NO: 1 o 2), como se determina
mediante, por ejemplo, HDX-MS.

En una realizacion, el anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente documento se une a todos o una parte de los
siguientes restos en CD73 humana: LYLPYKVLPVGDEVVG (SEQ ID NO: 97), que corresponde a los restos de
aminoacidos 157-172 de CD73 humana (SEQ ID NO: 1 o 2), como se determina mediante, por ejemplo, HDX-MS.

En una realizacion, el anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente documento se une a restos de aminoacidos
discontinuos dentro de las siguientes regiones de CD73 humana (SEQ ID NO: 1 o 2):
FTKVQQIRRAEPNVLLLDA (SEQ ID NO: 96) y LYLPYKVLPVGDEVVG (SEQ ID NO: 97).

En una realizacion, el anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente documento se une a los restos de aminoacidos
discontinuos dentro de las siguientes regiones de CD73 humana (SEQ ID NO: 1 o 2): FTKVQQIRRAEPNVLLLDA
(SEQ ID NO: 96) y LYLPYKVLPVGDEVVG (SEQ ID NO: 97), que corresponde a los restos de aminoacidos 65-83 y
157-172 de CD73 humana SEQ ID NO: 1 o0 2), como se determina mediante, por ejemplo, HDX-MS.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 tienen interacciones con CD73 humana que corresponden
a las mostradas en la Tabla 30, como se determina mediante cristalografia por rayos X. Un anticuerpo puede
compartir al menos 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o 99% de las interacciones con CD73 humana que se
muestran en la Tabla 30.

lll. Anticuerpos que tiene secuencias de la linea germinal particulares

En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-CD73 comprende una region variable de la cadena pesada de un
gen de inmunoglobulina de cadena pesada de linea germinal particular y/o una regioén variable de la cadena ligera de
un gen de inmunoglobulinas de linea germinal particular.

Como se demuestra en el presente documento, los anticuerpos humanos especificos para CD73 se han preparado
de manera que comprenden una region variable de la cadena pesada que es el producto de o se deriva de un gen
VH 3-33 de linea germinal humana, gen VH 3-10, gen VH 3-15, VH 3-16, gen JH6b, gen VH 6-19, gen VH 4-34 y/o
gen JH3B. Por consiguiente, en el presente documento se proporcionan anticuerpos monoclonales aislados
especificos para CD73 humana o porciones de unién a antigeno de los mismos, que comprenden una region
variable de la cadena pesada que es el producto de o se deriva de un gen de linea germinal de VH humana
seleccionado del grupo que consiste en: VH 3-33, VH 3-10, VH 3-15, VH 3-16, VH 6-19 y VH 4-34.

Los anticuerpos humanos especificos para CD73 se han preparado de manera que comprenden una region variable
de la cadena ligera que es el producto de o se deriva de un gen VK L6 de linea germinal humana, gen VK L18, gen
VK L15, gen VK L20, gen VK A27, gen JK5, gen JK4, gen JK2, y gen JK1. Por consiguiente, en el presente
documento se proporcionan anticuerpos monoclonales aislados especificos para CD73 humana o porciones de
union a antigeno de los mismos, que comprenden una region variable de la cadena ligera que es el producto de o se
deriva de un gen de linea germinal VK humana seleccionado del grupo que consiste en: VK L6, VK L18, VK L15, VK
L20, y VK A27.

Los anticuerpos preferidos descritos en el presente documento son aquellos que comprenden una cadena variable
de la cadena pesada que es el producto de o se deriva de los genes VH de linea germinal huma anteriormente
enumerados y también que comprenden una region variable de la cadena ligera que es el producto de o se deriva de
uno de los genes VK de linea germinal humana anteriormente enumerados.

Como se usa en el presente documento, Un anticuerpo humano comprende regiones variables de la cadena pesada
o ligera que son "el producto de" o "se deriva de" una secuencia de linea germinal particular si las regiones variables
del anticuerpo se obtienen de un sistema que usa genes de inmunoglobulina de linea germinal humana. Tales
sistemas incluyen inmunizacién de un ratdon transgénico portador de genes de inmunoglobulina humana con el
antigeno de interés o cribado de una genoteca de inmunoglobulina humana expresada en fago con el antigeno de
interés. Un anticuerpo humano que es "el producto de" o "se deriva de" una secuencia de inmunoglobulina de linea
germinal humana se puede identificar tal como comparando la secuencia de aminoacidos del anticuerpo humano
con las secuencias de aminoacidos de las inmunoglobulinas de linea germinal humana y seleccionando la secuencia
de inmunoglobulina de linea germinal humana que es mas cercana en secuencia (es decir, el mayor % de identidad)
a la secuencia del anticuerpo humano. Un anticuerpo humano que es "el producto de" o "se deriva de" una
secuencia de inmunoglobulina de linea germinal humana particular puede contener diferencias de aminoacido en
comparacion con la secuencia de linea germinal, debido a, por ejemplo, mutaciones somaticas de origen natural o
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introduccion intencional de mutacion dirigida a sitio. Sin embargo, un anticuerpo humano seleccionado generalmente
es al menos 90 % idéntico en secuencia de aminoacidos a una secuencias de aminoacidos codificada por un gen de
inmunoglobulina de linea germinal y contiene restos de aminoacidos que identifican el anticuerpo humano como
humano cuando se comparada con las secuencias de aminoacidos de inmunoglobulina de linea germinal de otras
especies (por ejemplo, secuencias de linea germinal murina). En determinados casos, un anticuerpo humano puede
ser al menos 95 % o incluso al menos 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntico en la secuencia de aminoacidos a la
secuencia de aminoacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal. Normalmente, un anticuerpo
humano derivado de una secuencia de linea germinal humana particular mostrara no mas de 10 diferencias de
aminoacidos de la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal humana.
En determinados casos, el anticuerpo humano puede mostrar no mas de 5 o incluso no mas 4, 3, 2 o 1 aminoacido
de diferencia de la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal.

IV. Anticuerpos homologos

En el presente documento se abarcan anticuerpos que tienen regiones variables de la cadena pesada y ligera que
comprenden secuencias de aminoacidos que son homadlogas a las secuencias de aminoacidos de los anticuerpos
preferidos descritos en el presente documento (los anticuerpos y secuencias de aminoacidos abarcados por la
invencion se definen en las reivindicaciones), y en los que los anticuerpos conservan las propiedades funcionales
deseadas de los anticuerpos anti-CD73, descritos en el presente documento.

Por ejemplo, un anticuerpo anti-CD73 aislado, o porcidon de union a antigeno del mismo, puede comprender una
region variable de la cadena pesada y una region variable de la cadena ligera, en el que:

(a) la region variable de la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, el 98 % o el 99 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en las SEQ ID NO: 4, 16, 32, 40, 52, 60, 68, 80, 88, 135, y 170-177, o comprende 1, 2, 3, 4,
5, 1-2, 1-3, 1-4, 1-5, 1-10, 1-15, 1-20, 1-25, o 1-50 cambios de aminoacido (i.e., sustituciones de aminoacidos,
adiciones o deleciones) en relacién a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las
SEQ ID NO: 4, 16, 32, 40, 52, 60, 68, 80, 88, 135, y 170-177, respectivamente;

(b) la region variable de la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, el 98 % o el 99 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en las SEQ ID NO: 8, 12, 20, 24, 28, 36, 44, 48, 56, 64, 72, 76, 84, 92, y 138, o comprende 1,
2, 3, 4, 5, 1-2, 1-3, 1-4, 1-5, 1-10, 1-15, 1-20, 1-25, o 1-50 cambios de aminoacido (i.e., sustituciones de
aminoacidos, adiciones o deleciones) en relacion a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NO: 8, 12, 20, 24, 28, 36, 44, 48, 56, 64, 72, 76, 84, 92, y 238, respectivamente;

(c) el anticuerpos especialmente se une a CD73 'y

(d) el anticuerpo presenta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o todas las propiedades funcionales enumeradas en la Tabla
3.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 comprenden regiones variables de la cadena pesada y
ligera con el porcentaje de identidades y/o cambios de aminoacidos y funciones discutidos anteriormente (es decir,
(a)-(d)), en los que la regiéon variable CDR3 de la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 7, 19, 35, 43, 55, 63, 71, 83, y 91, y opcionalmente la CDR1
de la regién variable de la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NO: 5, 17, 33, 41, 53, 61, 69, 81, y 89, y opcionalmente la CDR2 de la regién variable de la
cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO:
6, 18, 34, 42, 54, 62, 70, 82, y 90.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 comprenden regiones variables de la cadena pesada y
ligera con el porcentaje de identidades y/o cambios de aminoacidos y funciones discutidos anteriormente (es decir,
(a)-(d)), en los que la region variable de la cadena ligera CDR3 comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 11, 15, 23, 27, 31, 39, 47, 51, 59, 67, 75, 79, 87,95,y 241,y
opcionalmente la CDR1 de la regién variable de la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 9, 13, 21, 25, 29, 37, 45, 49, 57, 65, 73, 77, 85, 93,y 239, y
opcionalmente la CDR2 de la regiéon variable de la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 10, 14, 22, 26, 30, 38, 46, 50, 58, 66, 74, 78, 86, 94, y 240.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 comprenden regiones variables de la cadena pesada y
ligera con el porcentaje de identidades y/o cambios de aminoacidos y funciones discutidos anteriormente (es decir,
(a)-(d)), en los que la regiéon variable CDR3 de la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 7, 19, 35, 43, 55, 63, 71, 83, y 91, y opcionalmente la CDR1
de la regién variable de la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NO: 5, 17, 33, 41, 53, 61, 69, 81, y 89, y opcionalmente la CDR2 de la region variable de la
cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO:
6, 18, 34, 42, 54, 62, 70, 82, y 90, y en los que la CDRS3 de la region variable de la cadena ligera comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 11, 15, 23, 27, 31, 39, 47, 51, 59,
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67, 75, 79, 87, 95, y 241, y opcionalmente la CDR1 de la regién variable de la cadena ligera comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 9, 13, 21, 25, 29, 37, 45, 49, 57,
65, 73, 77, 85, 93, y 239, y opcionalmente la CDR2 de la regiéon variable de la cadena ligera comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 10, 14, 22, 26, 30, 38, 46, 50, 58,
66, 74, 78, 86, 94, y 240.

En diversas realizaciones, el anticuerpo puede ser, por ejemplo, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado o
un anticuerpo quimeérico.

Un anticuerpo anti-CD73 aislado, o porcién de union a antigeno del mismo, puede comprender una cadena pesada y
una cadena ligera, en el que:

(a) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, el 98 % o el 99 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
las SEQ ID NO: 100, 103, 107, 109, 112, 114, 116, 119, 121, 133, 184-210 o comprende 1, 2, 3, 4, 5, 1-2, 1-3, 1-
4, 1-5, 1-10, 1-15, 1-20, 1-25, o 1-50 cambios de aminoacidos (i.e., sustituciones de aminoacidos, adiciones o
deleciones) en relacién a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO:
100, 103, 107, 109, 112, 114, 116, 119, 121, 133, y 184-210, respectivamente;

(b) la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %,
97 %, €l 98 % o el 99 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las
SEQ ID NO: 101, 102, 104, 105, 106, 108, 110, 111, 113, 115, 117, 118, 120 y 122 o comprende 1, 2, 3, 4, 5, 1-
2, 1-3, 1-4, 1-5, 1-10, 1-15, 1-20, 1-25, o 1-50 cambios de aminoacidos (i.e., sustituciones de aminoacidos,
adiciones o deleciones) en relacién a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las
SEQ ID NO: 101, 102, 104, 105, 106, 108, 110, 111, 113, 115, 117, 118, 120 y 122, respectivamente;

(c) el anticuerpos especialmente se une a CD73 'y

(d) el anticuerpo presenta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o todas las propiedades funcionales enumeradas en la Tabla
3.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 comprenden las cadenas pesadas y ligeras con el
porcentaje de identidades y/o los cambios de aminoacidos y funciones discutidos anteriormente (es decir, (a)-(d)), en
los que la regién variable CDR3 de la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en las SEQ ID NO: 7, 19, 35, 43, 55, 63, 71, 83, y 91, y opcionalmente la CDR1 de la region
variable de la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las
SEQ ID NO: 5, 17, 33, 41, 53, 61, 69, 81, y 89, y opcionalmente la CDR2 de la regién variable de la cadena pesada
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 6, 18, 34, 42, 54,
62, 70, 82, y 90.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 comprenden las cadenas pesadas y ligeras con el
porcentaje de identidades y/o los cambios de aminoacidos y funciones discutidos anteriormente (es decir, (a)-(d)), en
los que la region variable de la cadena ligera CDR3 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en las SEQ ID NO: 11, 15, 23, 27, 31, 39, 47, 51, 59, 67, 75, 79, 87, 95, y 241, y opcionalmente
la CDR1 de la region variable de la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en las SEQ ID NO: 9, 13, 21, 25, 29, 37, 45, 49, 57, 65, 73, 77, 85, 93, y 239, y opcionalmente la CDR2
de la region variable de la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NO: 10, 14, 22, 26, 30, 38, 46, 50, 58, 66, 74, 78, 86, 94, y 240.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 comprenden las cadenas pesadas y ligeras con el
porcentaje de identidades y/o los cambios de aminoacidos y funciones discutidos anteriormente (es decir, (a)-(d)), en
los que la regién variable CDR3 de la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en las SEQ ID NO: 7, 19, 35, 43, 55, 63, 71, 83, y 91, y opcionalmente la CDR1 de la region
variable de la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las
SEQ ID NO: 5, 17, 33, 41, 53, 61, 69, 81, y 89, y opcionalmente la CDR2 de la region variable de la cadena pesada
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 6, 18, 34, 42, 54,
62, 70, 82, y 90, y en los que la CDR3 de la regiéon variable de la cadena ligera comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 11, 15, 23, 27, 31, 39, 47, 51, 59, 67, 75, 79,
87, 95, y 241, y opcionalmente la CDR1 de la regién variable de la cadena ligera comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 9, 13, 21, 25, 29, 37, 45, 49, 57, 65, 73, 77, 85,
93, y 239, y opcionalmente la CDR2 de la regidon variable de la cadena ligera comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 10, 14, 22, 26, 30, 38, 46, 50, 58, 66, 74, 78,
86, 94, y 240.

También se proporcionan anticuerpos anti-CD73 que comprenden una VHCDR1, VHCDR2, VHCDRS3, VLCDR1,
VLCDR2 y/o VLCDRS3 que difiere del correspondiente CDR de CD73.4-1, CD73.4-2, CD73.3, 11F11-1, 11F11-2,
4C3-1, 4C3-2, 4C3-3, 4D4, 10D2-1, 10D2-2, 11A6, 24H2, 5F8-1, 5F8-2, 6E11 y/o 7A11,en 1, 2, 3, 4, 5, 1-2, 1-3, 1-4,
o 1-5 cambios de aminoacidos (es decir, sustituciones de aminoacidos, adiciones o deleciones). En determinadas
realizaciones, un anticuerpo anti-CD73 comprende 1-5 cambios de aminoacidos en cadaunade 1, 2, 3,4,506 de
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las CDR en relacién con las correspondientes secuencias en CD73.4-1, CD73.4-2, CD73.3, 11F11-1, 11F11-2,
11F11, 4C3-1, 4C3-2, 4C3-3, 4D4, 10D2-1, 10D2-2, 11A6, 24H2, 5F8-1, 5F8-2, 6E11 y/o 7A11. En determinadas
realizaciones, un anticuerpo anti-CD73 comprende en total de 1-5 cambios de aminoacidos a través de todas las
CDR en relacion con las CDR en CD73.4-1, CD73.4-2, CD73.3, 11F11-1, 11F11-2, 4C3-1, 4C3-2, 4C3-3, 4D4,
10D2-1, 10D2-2, 11A6, 24H2, 5F8-1, 5F8-2, 6E11 y/o 7A11.

En determinadas realizaciones, un anticuerpo anti-CD73 comprende las CDR de VH y VL que consisten en aquellas
de CD73.4-1 0 CD73.4-2, en el que uno o mas de los aminoacidos en una o mas CDR son aquellas de uno de los
otros anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento.

Mutaciones (por ejemplo, sustituciones, adiciones, deleciones) que se pueden realizar en las secuencias de region
variable de los anticuerpos anti-CD73 se pueden determinar basandose en lo siguiente: (i) las mutaciones que se
introducen en los anticuerpos, como se describe en los Ejemplos; € (ii) la comparacion de los restos de aminoacidos
en cada posicion en los dominios variables de los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento (véase
Tabla 35 y Figura 35): un aminoacido diferente en una determinada posicion en anticuerpos anti-CD73 puede indicar
que el resto de aminoacido en esta posicion se puede cambiar a otro resto de aminoacido sin afectar
significativamente a las actividades del anticuerpo; mientras que si el mismo resto de aminoacido se encuentra en la
misma posicion en varios o todos los anticuerpos anti-CD73, esto puede indicar que este aminoacido particular se
deberia conservar y no cambiar a otro resto. A continuacion, se proporcionan realizaciones ilustrativas.

En determinadas realizaciones, una sustitucion en la regién marco se puede introducir en la posicion 25
(...RLSCATSGFTF... en 11F11) de la region variable de la cadena pesada (por ejemplo, una sustitucion
conservadora, por ejemplo, a S 0 A) de los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento. Por ejemplo,
si el aminoacido en esta posicion es T, se puede introducir una sustitucion a A o S; si el aminoacido en esta posicion
es A, se puede introducir una sustitucion a S o T; y si el aminoacido en esta posicion es S, se puede introducir una
sustitucién a T o A. Los anticuerpos 24H2, 4D4, 10D2, 6E11, 7A11, 11A6, y 4C3 tienen una A en esta posicion,
11F11 tiene una T en esta posicion, y 73.5, 73.7, y 73.9 tienen una S en esta posicion.

Igualmente, en determinadas realizaciones, una sustitucion de regién marco se puede introducir en la posicion de
aminoacidos 94 (...AEDTAVYYCAR... en 11F11) de la region variable de la cadena pesada (por ejemplo, ValLolL a
V). Por ejemplo, los anticuerpos 11F11, 73.3-73.10, 24H2, 4D4, 5F8, y 10D2 tienen una V en esta posicion, y 6E11,
7A11, 11A6, y 4C3.

En determinadas realizaciones, las sustituciones de aminoacidos se pueden realizar a la CDR2 de la region variable
de la cadena pesada de los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento. Por ejemplo, la secuencia de
aminoacidos en la posicion 52 (...WVAVILYDGSN... en 11F11) puede estar sustituida con W o si el aminoacido en
esta posicion es W, entonces el aminoacidos puede estar sustituido con L (los anticuerpos 11F11 y 73.4-73.7 tienen
una L en esta posicion, y los anticuerpos 73.8-73.10, 24H2, y 4D4 tienen un W en esta posicion).

Igualmente, en determinadas realizaciones, el aminoacido en la posicion 54 (... VILYDGSNKYY... en 11F11) puede
estar sustituido con S o E, o si el aminoacido en esta posicion es S, entonces el aminoacido puede estar sustituido
con E. Los anticuerpos 11F11, 73.4, 73.5, 24H2, 10D2, y 5F8 tienen una G en esta posicion, los anticuerpos 73.6-
73.9, 6E11, 7A11, 4C3, y 73.3 tienen una S en esta posicion, y los anticuerpos 73.10 y 4D4 tienen un E en esta
posicion.

Se pueden determinar otras sustituciones permisibles en la regién variable basandose en el alineamiento de las
secuencias de la regidn variable de la cadena pesada y ligera en la Figura 35 usando un fundamente similar al
anteriormente descrito.

Los anticuerpos que tienen secuencias con homologia a las de CD73.3, CD73.4, CD73.5, CD73.6, CD73.7, CD73.8,
CD73.9, CD73.10, CD73.11, 11F11, 4C3, 4D4, 10D2, 11A6, 24H2, 5F8, 6E11 y/o 7A11, por ejemplo, las regiones
VH y VL de las SEQ ID NO: 4, 16, 32, 40, 52, 60, 68, 80, 88, 135, 170-177, y las SEQ ID NO: 8, 12, 20, 24, 28, 36,
44, 48, 56, 64, 72, 76, 84, 92, respectivamente, o las cadenas pesadas y ligeras de las SEQ ID NO: 100, 103, 107,
109, 112, 114, 116, 119, 121, 133, y 184-210, y las SEQ ID NO: 101, 102, 104, 105, 106, 108, 110, 111, 113, 115,
117, 118, 120 y 122, respectivamente, o las CDR se pueden obtener mediante mutagénesis (por ejemplo,
mutagénesis dirigida a sitio o mediada por PCR de moléculas de acido nucleico, por ejemplo, SEQ ID NO: 139, 142,
146, 148, 151, 153, 155, 158, 160, 237 y/o las SEQ ID NO: 140, 141, 143, 144, 145, 147, 149, 150, 152, 154, 156,
157, 159, 161 o las SEQ ID NO: 134, 243, 246, 250, 252, 255, 257, 259, 262, 264, y/o las SEQ ID NO: 244, 245,
247, 248, 249, 251, 253, 254, 256, 258, 260, 261, 263, 265, 266 seguido por ensayo del anticuerpo alterado
codificado para conservar la funcién usando los ensayos funcionales descritos en el presente documento.

V. Anticuerpos con modificaciones conservadoras
Los anticuerpos anti-CD73 pueden comprender una region variable de la cadena pesada que comprende secuencias

de CDR1, CDR2 y CDR3 y una region variable de la cadena ligera que comprende secuencias de CDR1, CDR2 y
CDRS3, en los que una o mas de estas secuencias de CDR comprenden secuencias de aminoacidos especificadas
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basadas en los anticuerpos preferidos descritos en el presente documento, por ejemplo, de CD73.4-1, CD73.4-2,
CD73.3, 11F11-1, 11F11-2, 4C3-1, 4C3-2, 4C3-3, 4D4, 10D2-1, 10D2-2, 11A6, 24H2, 5F8-1, 5F8-2, 6E11 y/o 7A11,
o modificaciones conservadoras de los mismos, y en los que los anticuerpos conservan las propiedades funcionales
deseadas de los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento. Los anticuerpos anti-CD73 que
comprende las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena ligera que comprenden las SEQ ID NO: 5,6y 7,
respectivamente, y las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena ligera que comprenden las SEQ ID NO: 13,
14 y 15, respectivamente.

Por consiguiente, un anticuerpo anti-CD73 aislado, o porciéon de unién a antigeno del mismo, puede comprender una
region variable de la cadena pesada que comprende las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 y una region variable
de la cadena ligera que comprende las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3, en el que:

(a) la CDR3 de la region variable de la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 7, 19, 35, 43, 55, 63, 71, 83,y 91 y
modificaciones conservadoras de las mismas, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 1-2, 1-3, 1-4 o 1-5 sustituciones
conservadoras;

(a) la CDR3 de la region variable de la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 15, 23, 27, 31, 39, 47, 51, 59, 67, 75,
79, 87, y 95 y modificaciones conservadoras de las mismas, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 1-2, 1-3, 1-4 0 1-5
sustituciones conservadoras;

(c) el anticuerpos especialmente se une a CD73 'y

(d) el anticuerpo presenta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o todas las propiedades funcionales enumeradas en la Tabla
3.

En una realizacion preferida, la CDR2 de la region variable de la cadena pesada comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 6, 18, 34, 42,
54, 62, 70, 82, y 90 y modificaciones conservadoras de las mismas, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 1-2, 1-3, 1-4 0 1-5
sustituciones conservadoras; y la CDR2 de la region variable de la cadena ligera comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 10, 14, 22, 26,
30, 38, 46, 50, 58, 66, 74, 78, 86, y 94 y modificaciones conservadoras de las mismas, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 1-2,
1-3, 1-4 o 1-5 sustituciones de aminoacidos conservadoras. En otra realizacion preferida, la CDR1 de la region
variable de la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 5, 17, 33, 41, 53, 61, 69, 81, y 89 y modificaciones conservadoras de
las mismas, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 1-2, 1-3, 1-4 o 1-5 sustituciones conservadoras; y la CDR1 de la region
variable de la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la
secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 9, 13, 21, 25, 29, 37, 45, 49, 57, 65, 73, 77, 85, y 93 y modificaciones
conservadoras de las mismas, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 1-2, 1-3, 1-4 o 1-5 sustituciones de aminoacidos
conservadoras.

En diversas realizaciones, los anticuerpos pueden ser, por ejemplo, anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados
o anticuerpos quiméricos.

Las sustituciones de aminoacidos conservadoras también se pueden realizar en porciones de los anticuerpos
distintos o ademas de, las CDR. Por ejemplo, las modificaciones de aminoacidos conservadoras se pueden realizar
en una region de marco o en la region constante, por ejemplo, region Fc. Cualquiera de las sustituciones descritas
en el presente documento puede ser una sustitucion conservadora. Una region variable o una cadena pesada o
ligera puede comprender 1, 2, 3, 4, 5, 1-2, 1-3, 1-4, 1-5, 1-10, 1-15, 1-20, 1-25, o 1-50 sustituciones de aminoacidos
conservadoras en relaciéon con las secuencias de anticuerpo anti-CD73 proporcionadas en el presente documento.
En determinadas realizaciones, un anticuerpo anti-CD73 comprende una combinacién de modificacion de
aminoacido conservadora o no conservadora.

VI. Anticuerpos que se unen al mismo epitopo en CD73 o compiten por la unién a CD73 con los anticuerpos
descritos en el presente documento

También se proporcionan anticuerpos que compiten por la unién a CD73 con los particulares anticuerpos anti-CD73
descritos en el presente documento (por ejemplo, anticuerpos CD73.4, CD73.3, 11F11, 4C3, 4D4, 10D2, 11A6,
24H2, 5F8, 6E11 y 7A11). Tales anticuerpos competidores se pueden identificar basandose en su capacidad para
inhibir de manera competitiva la unién a CD73 de uno o mas anticuerpos monoclonales 11F11-1, 11F11-2, 4C3-1,
4C3-2, 4C3-3, 4D4, 10D2-1, 10D2-2, 11A6, 24H2, 5F8-1, 5F8-2, 6E11 7A11 y/o CD73.3 o CD73.4 (con cualquier
region constante y cadenas ligeras descritas en el presente documento para estos anticuerpos) en ensayos de unién
a CD73 convencionales. Por ejemplo, se pueden usar ensayos ELISA convencionales o ensayos ELISA competitivos
en los que una proteina CD73 humana recombinante se inmovilizada sobre la placa, se afiaden diversas
concentraciones del primer anticuerpo no marcado, la placa se lava, se afiade el segundo anticuerpo marcado, se
lava, y se mide la cantidad de marcador unido. Si la concentracion creciente del anticuerpo (primero) no marcado
(también referido como el "anticuerpo bloqueante") inhibe la union del anticuerpo (segundo) marcado, se dice que el
primer anticuerpo inhibe la unién del segundo anticuerpo a la diana en la placa, o se dice que compiten con la unién
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del segundo anticuerpo. Ademas, o como alternativa, se puede usar el analisis SPR de BIACORE® para valorar la
capacidad de los anticuerpos para competir. La capacidad de un anticuerpo de ensayo para inhibir la unién de un
anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente documento a CD73 demuestra que el anticuerpo de ensayo puede
competir con el anticuerpo para la unién a CD73.

En el presente documento también se proporciona anticuerpos anti-CD73 que inhiben la unién de anticuerpos anti-
CD73 descritos en el presente documento a CD73 sobre células, por ejemplo, células tumorales, en al menos 10 %,
20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % o 100 % y/o dicha unién a CD73 sobre las células, por ejemplo, células tumorales, se inhibe en al
menos 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %, por ejemplo, como se mide mediante ELISA o FACS, tal como usando el
ensayo descrito en el parrafo anterior.

Los anticuerpos que compiten por la unién con los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento se
pueden identificar usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, se pueden inmunizar ratones con CD73
humana como se describe en el presente documento, hibridomas producidos, y los anticuerpos monoclonales
resultantes seleccionados en funcién de su capacidad para competir con un anticuerpo descrito en el presente
documento por la unién a CD73. Los ratones también se pueden inmunizar con un fragmento mas pequefio de CD73
que contiene el epitopo al que se une el anticuerpo. El epitopo o region que comprende el epitopo se puede
identificar mediante, por ejemplo, cribado en funcién de su unién a una serie de péptidos de solapamientos que
abarcan CD73. Como alternativa, el método de Jespers et al., Biotechnology 12:899, 1994 se puede usar para guiar
la seleccion de anticuerpos que tienen el mismo epitopo y, por lo tanto, propiedades similares al anti-CD73 descrito
en el presente documento. Usando la presentacion en fago, primero, la cadena pesada del anticuerpo anti-CD73 se
empareja con un repertorio de cadenas ligeras (preferentemente humanas) para seleccionar un anticuerpo de unién
a CD73, y a continuacion la nueva cadena ligera se empareja con un repertorio de cadenas pesadas
(preferentemente humanas) para seleccionar un anticuerpo de unién a CD73 (preferentemente humano) que tiene el
mismo epitopo o regién de epitopo que un anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente documento. Se pueden
obtener variantes alternativas de un anticuerpo descrito en el presente documento mediante mutagénesis de ADNc
que codifica las cadenas pesadas y ligera del anticuerpo.

Las técnicas para determinar los anticuerpos que se unen al "mismo epitopo sobre CD73" con los anticuerpos
descritos en el presente documento incluyen, por ejemplo, métodos de mapeo de epitopos, tales como analisis por
rayos x de cristales de antigeno: complejos de anticuerpo, que proporciona resolucion atdomica del epitopo. Otros
métodos hacen un seguimiento de la unién del anticuerpo a fragmentos de antigeno o variaciones mutadas del
antigeno en los que la pérdida de unién debida a una modificaciéon de un resto de aminoacido dentro de la secuencia
de antigeno se considera con frecuencia un indicio de un componente epitopo. Ademas, también se pueden usar
métodos combinatorios computacionales para el mapeo de epitopos. Los métodos también pueden depender de un
anticuerpo de interés para aislar por afinidad péptidos cortos especificos (o bien en forma tridimensional nativa o en
forma desnaturalizada) de las genotecas de péptido de expresion en fago. Por tanto, los péptidos se consideran
guias para la definicién del epitopo correspondiente al anticuerpo usado para cribado de la genoteca de péptidos.
Para el mapeo de epitopos, también se han desarrollado algoritmos computacionales que ha demostrado que
mapean epitopos conformacionales discontinuos.

La mutagénesis por barrido de alanina, como se describe por Cunningham and Wells (1989) Science 244: 1.081-
1.085, o alguna otra forma de mutagénesis puntual de los restos de aminoacidos en CD73 también se pueden usar
para determinar el epitopo funcional para un anticuerpo anti-CD73. Los estudios de mutagénesis, sin embargo,
también pueden revelar restos de aminoacidos que son cruciales para la estructura tridimensional general de CD73
pero que no estan implicados directamente en los contactos de anticuerpo-antigeno y, por tanto, pueden ser
necesario otros métodos para confirmar un epitopo funcional determinado usando este método.

El epitopo o region de epitopo (una region de epitopo" es una region que comprende el epitopo o el solapamiento
con el epitopo) unido a un anticuerpo especifico también se puede determinar valorando la unién del anticuerpo a los
péptidos que comprenden fragmentos de CD73, por ejemplo, fragmentos no desnaturalizados o desnaturalizados.
Una serie de péptidos de solapamiento que abarcan la secuencia de CD73 (por ejemplo, CD73 humana) se pueden
sintetizar y seleccionar en funcién de su unién, p. ej., en un ELISA directo, un ELISA competitivo (donde se evalla la
capacidad del péptido para evitar la unién de un anticuerpo con CD73 unido a un pocillo de una placa de
microtitulacion) o en un chip. Tales métodos de cribado de péptidos pueden no tener capacidad para detectar
algunos epitopos funcionales discontinuos, es decir, epitopos funcionales que implican restos de aminoacidos que
no son contiguos a lo largo de la secuencia primaria de la cadena polipeptidica de CD73.

Un epitopo también se puede identificar mediante huella proteica basada en MS, tal como espectrometria de masas
de intercambio de hidrégeno/deuterio (HDX-MS) y oxidacion fotoquimica rapida de proteinas (FPOP). HDX-MS se
puede conducir, por ejemplo, como se describe ademas en los Ejemplos y en Wei et al. (2014) Drug Discovery
Today 19:95. FPOP se puede conducir como se describe, por ejemplo, en Hambley and Gross (2005) J. American
Soc. Mass Spectrometry 16:2.057.
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El epitopo unido por anticuerpos anti-CD73 también se puede determinar mediante métodos estructurales, tales
como determinacion de la estructura cristalina por rayos X (por ejemplo., documento W02005/044853), modelado
molecular y espectroscopia por resonancia magneética nuclear (NMR), incluyendo determinacion por NMR de las
tasas de intercambio de H-D de hidrogenos de amida labiles en CD73 cuando estan libres y cuando estan unidos en
un complejo con un anticuerpo de interés (Zinn-Justin et al. (1992) Biochemistry 31: 11335-11347; Zinn-Justin et al.
(1993) Biochemistry 32: 6.884-6.891).

Con respecto a la cristalografia por rayos X, se puede conseguir cristalizacion usando cualquiera de los métodos
conocidos en la técnica (por ejemplo, Giege et al. (1994) Acta Crystallogr. D50:339-350; McPherson (1990) Eur. J.
Biochem. 189:1-23), incluyendo microlote (por ejemplo, Chayen (1997) Structure 5:1269-1274), difusion de vapor de
gota colgante (p. ej., McPherson (1976) J. Biol. Chem. 251:6300-6303), siembra y didlisis. Es deseable usar una
preparacion de proteinas que tenga una concentracion de al menos aproximadamente 1 mg/ml y preferentemente de
aproximadamente 10 mg/ml a aproximadamente 20 mg/ml. La cristalizacion puede lograrse mejor en una solucion
precipitante que contiene polietilenglicol 1000-20.000 (PEG; peso molecular medio que varia de aproximadamente
1000 a aproximadamente 20.000 Da), preferentemente de aproximadamente 5.000 a aproximadamente 7.000 Da,
mas preferentemente aproximadamente 6.000 Da, oscilando las concentraciones de aproximadamente 10 % a
aproximadamente 30 % (p/v). También puede ser deseable incluir un agente estabilizador de proteinas, por ejemplo,
glicerol a una concentracion que oscila de aproximadamente 0,5 % a aproximadamente 20 %. Una sal adecuada, tal
como cloruro de sodio, cloruro de litio o citrato de sodio también puede ser deseable en la solucién de precipitacion,
preferentemente en una concentracion que oscila de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 1000 mM. El
precipitado se tampona preferentemente a un pH de aproximadamente 3,0 a aproximadamente 5,0, preferentemente
de aproximadamente 4,0. Tampones especificos Utiles en la solucion de precipitado pueden variar y son bien
conocidos en la técnica ("Scopes, Protein Purification: Principles and Practice", tercera ed., (1994) Springer-Verlag,
Nueva York). Ejemplos de tampones utiles incluyen, pero sin limitacion, HEPES, Tris, MES y acetato. Los cristales
pueden crecer a una amplia gama de temperaturas, incluyendo 2 °C, 4 °C, 8 °C y 26 °C.

Anticuerpo: los cristales de antigeno se pueden estudiar usando técnicas de difraccion de rayos X bien conocidas y
pueden refinarse usando programa informatico tal como X-PLOR (Universidad de Yale, 1992, distribuido por
Molecular Simulations, Inc.; véase, por ejemplo, Blundell y Johnson (1985) Meth. Enzymol. 114 y 115, H. W. Wyckoff
et al., eds., Academic Press; publicacion de solicitud de patente de los Estados Unidos N.° 2004/0014194) y
BUSTER (Bricogne (1993) Acta Cryst. D49:37-60; Bricogne (1997) Meth. Enzymol. 276A: 361-423, Carter y Sweet,
eds.; Roversi et al. (2000) Acta Cryst. D56:1313-1323).

Los anticuerpos anti-CD73 pueden unirse al mismo epitopo que cualquiera de los anticuerpos anti-CD73 que tienen
las secuencias de aminoacidos descritas en el presente documento, como se determina mediante una técnica de
mapeo de epitopos, tal como una técnica descritas en el presente documento. Los anticuerpos anti-CD73 también
pueden tener interacciones similares con CD73 humana, por ejemplo, pueden tener al menos aproximadamente 50
%, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o mas de las interacciones mostradas en la Tabla 30, como se determina
mediante cristalografia por rayos X.

VII. Anticuerpos disefiados y modificados por ingenieria genética
Regiones VH y VL

También se proporcionan anticuerpos disefiados y modificados por ingenieria genética que se preparan usando un
anticuerpo que tiene una o mas de las secuencias V4 y/o V. descritas en el presente documento como material de
partida para disefiar y modificar por ingenieria genética el anticuerpo, dicho anticuerpo modificado puede tener
propiedades alteradas del anticuerpo de partida. Un anticuerpo se puede disefiar por ingenieria genética
modificando uno o mas restos en una o ambas regiones variables (es decir, V4 y/o V.), por ejemplo, en una o mas
regiones CDR y/o en una o mas regiones marco. Ademas, o como alternativa, se puede disefiar por ingenieria
genética un anticuerpo modificando los restos en la(s) regidon(es) constante(s), por ejemplo, para alterar la(s)
funcion(es) efectora(s) del anticuerpo.

Un tipo de ingenieria genética en la region variable que se puede realizar es la insercion de CDR. Los anticuerpos
interaccionan con antigenos diana de manera predominante a través de los restos de aminoacidos que estan
localizados en las seis regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de cadena pesada y ligera. Por este
motivo, las secuencias de aminoacidos en las CDR son mas diversas entre anticuerpos individuales que las
secuencias fuera de las CDR. Dado que las secuencias CDR son responsables de la mayoria de las interacciones
anticuerpo-antigeno, es posible expresar anticuerpos recombinantes que imitan las propiedades de los anticuerpos
de referencia especificos construyendo vectores de expresion que incluyen secuencias CDR del anticuerpo de
referencia especifico insertados en las secuencias marco de un anticuerpo diferente con propiedades diferentes
(véase, por ejemplo, Riechmann, L. et al. (1998) Nature 332:323-327; Jones, P. et al. (1986) Nature 321:522-525;
Queen, C. et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Véase. EE.UU. 86:10029-10033; el documento de patente de los Estados
Unidos N.° 5.225.539 de Winter, y el documento de Patente de los Estados Unidos N.° 5.530.101; 5.585.089;
5.693.762 y 6.180.370 de Queen et al.)
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Por consiguiente, otra realizacion descrita en el presente documento concierne a un anticuerpo monoclonal aislado,
o porcién de unién a antigeno del mismo, que comprende una region variable de la cadena pesada que comprende
las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en las SEQ ID NO: 5, 17, 33, 41, 53, 61, 69, 81, y 89, SEQ ID NO: 6, 18, 34, 42, 54, 62, 70, 82,y 90 y
las SEQ ID NO: 7, 19, 35, 43, 55, 63, 71, 83, y 91, respectivamente, y una regioén variable de la cadena ligera que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en las SEQ ID NO: 9, 13, 21, 25, 29, 37, 45, 49, 57, 65, 73, 77, 85, y 93, SEQ ID NO: 10, 14, 22,
26, 30, 38, 46, 50, 58, 66, 74, 78, 86, y 94, y las SEQ ID NO:11, 15, 23, 27, 31, 39, 47, 51, 59, 67, 75, 79, 87, y 95,
respectivamente. Por tanto, tales anticuerpos contienen las secuencias de CDR de Vy y Vi de los anticuerpos
monoclonales CD73.4-1, CD73.4-2, 11F11-1, 11F11-2, 4C3-1, 4C3-2, 4C3-3, 4D4, 10D2-1, 10D2-2, 11A6, 24H2,
5F8-1, 5F8-2, 6E11 y 7A11, incluso puede contener diferentes secuencias marco de estos anticuerpos.

Tales secuencias marco se pueden obtener a partir de bases de datos publicas de ADN o de referencias publicadas
que incluyen secuencias génicas de anticuerpos de la linea germinal. Por ejemplo, las secuencias de ADN de la
linea germinal para los genes de la region variable de la cadena pesada y ligera humana se pueden encontrar en la
base de datos de secuencias de la linea germinal humana "VBase" (disponible en internet en www.mrc-
cpe.cam.ac.uk/vbase), asi como en Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest,
Quinta edicion, U.S. Department of Health and Human Services, Publicacion de NIH N.° 91-3242); Tomlinson, I. M.,
et al (1992) "The Repertoire of Human Germline VH Sequences Reveals about Fifty Groups of VH Segments with
Different Hypervariable Loops" J. Mol. Biol. 227:776-798; y Cox, J. P. L. et al. (1994) "A Directory of Human Germ-
line VH Segments Reveals a Strong Bias in their Usage" Eur. J. Immunol. 24:827-836.

Las secuencias marco preferidas para su uso en los anticuerpos descritos en el presente documento son aquellas
que son estructuralmente similares a las secuencias marco usadas por los anticuerpos descritos en el presente
documento. Las secuencias de CDR1, 2 y 3 de V4, y las secuencias de CDR1, 2 y 3 de V|, se pueden injerta sobre
regiones marco que tienen la secuencia idéntica que la encontrada en el gen de inmunoglobulina de la linea
germinal de la cual deriva la secuencia marco, o las secuencias de CDR se pueden injertar sobre las regiones marco
que contienen hasta 20, preferentemente conservadoras, sustituciones de aminoacidos en comparaciéon con las
secuencias de la linea germinal. Por ejemplo, se ha descubierto que en determinados casos es beneficioso mutar
restos en las regiones marco para conservar o aumentar la capacidad de unién a antigeno del anticuerpo (véase, por
ejemplo, el documento de Patente de los Estados Unidos N.° 5.530.101; 5.585.089; 5.693.762 y 6.180.370 de Queen
etal.).

Los anticuerpos disefiados por ingenieria genética descritos en el presente documento incluyen aquellos en los que
se han hecho modificaciones en los restos de la region marco en V4 y/o Vi, por ejemplo para mejorar las
propiedades del anticuerpo. Generalmente, tales modificaciones en la region marco se hacen para disminuir la
inmunogenicidad del anticuerpo. Por ejemplo, una estrategia es "retromutar" uno o mas restos de la region marco a
la correspondiente secuencia de la linea germinal. Mas especificamente, un anticuerpo que se ha sometido a una
mutacion somatica puede contener restos de la region marco que difieren de la secuencia de la linea germinal de la
que deriva el anticuerpo. Tales restos se pueden identificar mediante la comparacién de las secuencias marco del
anticuerpo con las secuencias de la linea germinal de la que proviene el anticuerpo. Para restablecer las secuencias
de la regién marco a su configuracion de la linea germinal, las mutaciones somaticas se pueden "retromutar" a la
secuencia de la linea germinal mediante, por ejemplo, mutagénesis de sitio dirigido o mutagénesis mediada por
PCR. También se pretende que se abarquen tales anticuerpos "retromutados”. Otro tipo de modificacion en la region
marco implica mutar uno o mas restos en la regidon marco o incluso en una o mas regiones CDR, para eliminar los
epitopos de linfocitos T para reducir de ese modo la inmunogenicidad potencial del anticuerpo. Esta estrategia
también es referida como "desinmunizacion" y se describe con mas detalle en la Publicacion de Patente de Estados
Unidos N.° 20030153043 por Carr et al.

Otro tipo de modificacion de la region variable es mutar los restos de aminoacidos en las regiones CDR para mejorar
una o mas propiedades de unién (por ejemplo, afinidad) del anticuerpo de interés. La mutagénesis dirigida a sitio o la
mutagénesis mediada por PCR se pueden realizar para introducir la(s) mutacion(es), y el efecto sobre la union a
anticuerpo y ofra propiedad de interés, se puede evaluar en ensayos in vitro o in vivo como se describe en el
presente documento y se proporciona en los Ejemplos. Preferentemente se introducen modificaciones
conservadoras (como se ha discutido anteriormente). Las mutaciones pueden ser adiciones de aminoacidos,
deleciones, o preferentemente adiciones. Ademas, generalmente se alteran no mas de uno, dos, tres, cuatro o cinco
restos en una region CDR.

Por consiguiente, también se proporcionan anticuerpos monoclonales anti-CD73 aislados, o porciones de unién a
antigeno de los mismos, que comprenden una region variable de la cadena pesada que comprende: (a) una region
CDR1 de V que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO:
5, 17, 33, 41, 53, 61, 69, 81, y 89, o una secuencia de aminoacidos que tiene una, dos, tres, cuatro o cinco
sustituciones de aminoacidos, deleciones o adiciones en comparacion con las SEQ ID NO: 5, 17, 33, 41, 53, 61, 69,
81, y 89; (b) una regiéon CDR2 de Vy que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NO: 6, 18, 34, 42, 54, 62, 70, 82, y 90, o una secuencia de aminoacidos que tiene una, dos,
tres, cuatro o cinco sustituciones de aminoacidos, deleciones o adiciones en comparacién con las SEQ ID NO: 6, 18,
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34,42, 54,62, 70, 82, y 90; (c) una region CDR3 de Vi que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 7, 19, 35, 43, 55, 63, 71, 83, y 91, o una secuencia de aminoacidos que
tiene una, dos, tres, cuatro o cinco sustituciones de aminoacidos, deleciones o adiciones en comparacién con las
SEQ ID NO: 7, 19, 35, 43, 55, 63, 71, 83, y 91; (d) una region CDR1 de V. que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 9, 13, 21, 25, 29, 37, 45, 49, 57, 65, 73, 77, 85,
y 93,0 una secuencia de aminodacidos que tiene una, dos, tres, cuatro o cinco sustituciones de aminoacidos,
deleciones o adiciones en comparacion con las SEQ ID NO: 9, 13, 21, 25, 29, 37, 45, 49, 57, 65, 73, 77, 85, y 93; (e)
una region CDR2 de V. que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las
SEQ ID NO: 10, 14, 22, 26, 30, 38, 46, 50, 58, 66, 74, 78, 86, y 94,0 una secuencia de aminoacidos que tiene una,
dos, tres, cuatro o cinco sustituciones de aminoacidos, deleciones o adiciones en comparacién con las SEQ ID NO:
10, 14, 22, 26, 30, 38, 46, 50, 58, 66, 74, 78, 86, y 94; y (f) una region CDR3 de V| que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 11, 15, 23, 27, 31, 39, 47, 51, 59, 67, 75, 79,
87, y 95,0 una secuencia de aminoacidos que tiene una, dos, tres, cuatro o cinco sustituciones de aminoacidos,
deleciones o adiciones en comparacion con las SEQ ID NO: 11, 15, 23, 27, 31, 39, 47, 51, 59, 67, 75, 79, 87, y 95.

Los restos de metionina en las CDR de los anticuerpos se pueden oxidar, dando como resultado la degradacion
quimica potencial y la reduccidon consecuente en la potencia del anticuerpo. Por consiguiente, también se
proporcionan anticuerpos anti-CD73 que tienen uno o mas restos de metionina en las CDR de la cadena pesada y/o
ligera reemplazados por restos de aminoacidos que no se someten a la degradacion oxidativa.

Igualmente, los sitios de desaminacion se pueden eliminar de los anticuerpos anti-CD73, particularmente en las
CDR.

Los sitios de glicosilacion potencial en el dominio de unién a antigeno se eliminan preferentemente para evitar la
glicosilacion que puede interferir con la unién de antigeno. Véase, por ejemplo, el documento de Patente de Estados
Unidos N.° 5.714.350.

Unién a antigeno dirigido

En diversas realizaciones, el anticuerpo de la presente divulgacion se modifica para bloquear selectivamente la
union a antigeno en tejidos y ambientes en donde la unién a antigeno seria perjudicial, pero permiten la union a
antigeno en donde seria beneficiosa. En una realizacién, una "mascara" de péptido bloqueante se genera que se
une especificamente a la superficie de uniéon a antigeno del anticuerpo e interfiere con la unioén a antigeno, dicha
mascara se une a cada uno de los brazos del anticuerpo por un enlazador escindible de peptidasa. Véase, por
ejemplo, el documento de Patente de Estados Unidos N.° 8.518.404 de CytomoX. Tales construcciones son utiles
para el tratamiento de los canceres en los que los niveles de proteasa se incrementan mucho en el ambiente del
tumor en comparacioén con tejidos no tumorales. La escision selectiva del enlazador escindible en el ambiente de
tumor permite la disasociacion del péptido de enmascaramiento/bloqueo, permitiendo la unién a antigeno
selectivamente en el tumor, en lugar de en los tejidos periféricos en los que la uniéon a antigeno podria causar
efectos secundarios indeseados.

Como alternativa, en una realizacion relacionada, se desarrolla un compuesto de unién bivalente ("ligando de
enmascaramiento”) que comprende dos dominios de unién a antigeno que une ambas superficies de union a
antigeno del anticuerpo (bivalente) e interfiere con la unién a antigeno, en el que las mascaras de los dominios de
union se unen una a otra (pero no al anticuerpo) por un enlazador escindible, por ejemplo, escindible por una
peptidasa. Véase, por ejemplo, Publicacion de solicitud de patente Internacional N.° WO 2010/077643 de
Tegopharm Corp. Los ligandos de enmascaramiento pueden comprender, o ser derivados de, el antigeno al cual el
anticuerpo se pretende unir, o se puede generar independientemente. Tales ligandos de enmascaramiento son Utiles
para el tratamiento de los canceres en los que los niveles de proteasa se incrementan mucho en el ambiente del
tumor en comparacién con tejidos no tumorales. La escision selectiva del enlazador escindible en el ambiente del
tumor permite la disasociaciéon de los dos dominios de unién uno del otro, reduciendo la capacidad para las
superficies de unién a antigeno del anticuerpo. La disociaciéon resultante del ligando de enmascaramiento del
anticuerpo posibilita la unién a antigeno selectivamente en el tumor, en lugar de en los tejidos periféricos en los que
la unién a antigeno podria causar efectos secundarios indeseados.

Fcs y Fcs modificado

Ademas de la actividad de una anticuerpo terapéutico que surge de la union del dominio de unién a antigeno al
antigeno (por ejemplo, bloqueo de un ligando afin o proteina receptora en el caso de anticuerpos antagonistas, o
sefializacion inducida en el caso de anticuerpos agonistas), la porcién Fc del anticuerpo interacciona con el sistema
inmunitario generalmente de manera compleja para suscitar cualquier nimero de efectos bioldgicos. Las funciones
efectoras, tales como la regién Fc de una inmunoglobulina es responsable de muchas importantes funciones del
anticuerpo, tales como la citotoxicidad celular dependiente de antigeno (ADCC), la citotoxicidad dependiente de
complemento (CDC) y la fagocitosis mediada por célula dependiente de anticuerpo (ADCP), dando como resultado
la muerte de células diana, aunque mediante diferentes mecanismos.
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Los anticuerpos anti-CD73 pueden comprender los dominios variables de los anticuerpos descritos en el presente
documento con los dominios constantes que comprenden las regiones Fc, seleccionados basandose en las
actividades bioldgicas (si las hay) del anticuerpo para el uso previsto. Salfeld (2007) Nat. Biotechnol. 25:1369. Las
IgG humanas, por ejemplo, se pueden clasificar en cuatro subclases, 1IgG1, IgG2, IgG3 y IgG4 y cada una de estas
comprende una region Fc que tiene un perfil Unico para la unién a uno o mas de los receptores Fcy (receptores
activadores FcyRI (CD64), FcyRIIA, FcyRIIC (CD32); FcyRIIIA y FcyRIIIB (CD16) y receptor inhibidor FcyRIIB), y
para el primer componente del complemento (C1q). IgG1 y IgG3 humanas se unen a todos los receptores de Fcy;
IgG2 se une a FcyRIIA4131, ¥y con afinidad inferior a FcyRIIAr131 FcyRIlNAyiss; IgG4 se une a FcyRI, FcyRIIA,
FcyRIIB, FcyRIIC, y FcyRIllAy1ss; y €l receptor inhibidor FcyRIIB tiene una afinidad inferior para IgG1, 1IgG2 y 1IgG3
que todos los otros receptores de Fcy. Bruhns et al. (2009) Blood 113:3716. Los estudios ha demostrado que FcyRI
no se une a IgG2, y FcyRIIIB no se une a IgG2 o IgG4. Id. En general, con respecto a la actividad ADCC, 1gG1
$$1gG3 >>IgG4 $$1gG2 humana. En consecuencia, por ejemplo, un dominio constante de IgG1, en lugar de 1gG2 o
IgG4, se podria elegir para su uso en un farmaco en el que se desea ADCC; IgG3 se podria elegir si la activacion de
células NK que expresan FcyRIIIA, monocitos de macrofagos; e IgG4 se podrian elegir si el anticuerpo es para ser
usado para insensibilizar pacientes de alergia. IgG4 también se podria seleccionar si se desea que el anticuerpo
carezca de toda la funcion efectora.

Por consiguiente, las regiones variables de anti-CD73 descritas en el presente documento se pueden unir (por
ejemplo, unidas o fusionadas covalentemente) a un Fc, por ejemplo, un Fc de IgG1, 1gG2, 1IgG3 o IgG4, que puede
ser de cualquier alotipo o isoalotipo, por ejemplo, para IgG1: G1m, G1m1(a), G1m2(x), G1m3(f), G1m17(z); para
IgG2: G2m, G2m23(n); para IgG3: G3m, G3m21(g1), G3m28(g5), G3m11(b0), G3m5(b1), G3m13(b3), G3m14(b4),
G3m10(b5), G3m15(s), G3m16(t), G3m6(c3), G3m24(c5), G3m26(u), G3m27(v); . Véase, por ejemplo, Jefferis et al.
(2009) mAbs 1:1). La seleccion de alotipo puede estar influenciada por los asuntos de inmunogenicidad potencial,
por ejemplo, para minimizar la formacién de anticuerpos anti-farmaco.

Las regiones variables descritas en el presente documento se pueden unir a un Fc que comprende una o mas
modificaciones, generalmente, para alterar una o mas propiedades funcionales del anticuerpo, tal como la semivida
en suero, la fijacién del complemento, la union al receptor Fc y/o la citotoxicidad celular dependiente de antigeno.
Ademas, un anticuerpo descrito en el presente documento se puede modificar quimicamente (por ejemplo, se
pueden unir uno o mas grupos quimicos al anticuerpo) o se puede modificar para alterar su glicosilacion, para alterar
una o mas propiedades del anticuerpo. Cada una de estas realizaciones se describe con mas detalle a continuacion.
La numeracion de los restos en la region Fc es la del indice de la UE de Kabat. Se proporcionan las variantes de
secuencia descritas en el presente documento en referencia al nimero de resto seguido por el aminoacido que esta
sustituido en lugar del aminoacido de origen natural, opcionalmente precedido por el resto de origen natural en esa
posicion. Cuando aminoacidos multiples pueden estar presentes en una posicion dada, por ejemplo, si las
secuencias difieren entre los isotipos de origen natural, o si las mutaciones multiples pueden estar sustituidas en la
posicion, se separan por barras inclinadas (por ejemplo, "X/Y/Z").

Por ejemplo, se pueden hacer modificaciones en la region Fc para generar una variante Fc con (a) citotoxicidad
mediada por célula dependiente de anticuerpo incrementada o disminuida (ADCC), (b) citotoxicidad mediada por
complemento incrementada o disminuida (CDC), (c) afinidad incrementada o disminuida para C1q y/o (d) afinidad
incrementada o disminuida para un receptor de Fc en relaciéon con Fc parental. Tales variantes de la region Fc
generalmente comprenderan al menos una modificacién de aminoacidos en la regiéon Fc. La combinacion de las
modificaciones de aminoacidos se cree que es particularmente deseable. Por ejemplo, la region Fc variante puede
incluir una, tres, cuatro, cinco, etc sustituciones en la misma, por ejemplo, de las posiciones de la regién Fc
especifica identificadas en el presente documento. Variantes de la secuencia de Fc ilustrativas se describen en el
presente documento, y también se proporcionan en los documentos de patente de Estados Unidos n.° 5.624.821;
6.277.375; 6.737.056; 6.194.551; 7.317.091; 8.101.720; las publicaciones de Patente PCT WO 00/42072; WO
01/58957; WO 04/016750; WO 04/029207; WO 04/035752; WO 04/074455; WO 04/099249; WO 04/063351; WO
05/070963; WO 05/040217, WO 05/092925 y WO 06/020114.

Reduccién de la funcién efectora

La actividad de ADCC se puede reducir modificando la regién Fc. En determinadas realizaciones, se pueden eliminar
los sitios que afectan la unién a receptores de Fc, preferentemente los sitios distintos de los sitios de unién a
receptor salvaje. En otras realizaciones, se puede modificar una regién Fc para eliminar un sitio ADCC. Los sitios
ADCC son conocidos en la técnica; véase, por ejemplo, Sarmay et al. (1992) Molec. Immunol. 29 (5): 633-9 con
respecto a los sitios ADCC en IgG1. En una realizacion, la variante G236R y L328R de la IgG1 humana elimina
eficazmente la unién a FcyR. Horton et al. (2011) J. Immunol. 186:4223 y Chu et al. (2008) Mol. Immunol. 45:3926.
En otras realizaciones, la Fc que tiene la unién reducida a FcyRs comprendia las sustituciones de aminoacidos
L234A, L235E y G237A. Gross et al. (2001) Immunity 15:289. Ademas, los anticuerpos de no unién a FcyR se
pueden preparar convirtiendo el dominio de unién a FcyR de IgG1 (en las posiciones 233, 234, 235, 236, 327, 330, y
331) en la secuencia de igG2 o IgG4. El documento US 2013/0317203.

La actividad de CDC también se puede reducir modificando la regién Fc. Mutaciones en la posiciones D270 de IgG1,
K322, P329 y P331, especificamente mutaciones de alanina D270A, K322A, P329A y P331A, reducen
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significativamente la capacidad del correspondiente anticuerpo para unirse a C1q y para activar el complemento.
Idusogie et al. (2000) J. Immunol. 164:4178; el documento WO 99/51642. Se ha demostrado que la mutacion de la
posicion 331 de IgG1 (por ejemplo, P331S) que reduce la unién a complemento. Tao et al. (1993) J. Exp. Med.
178:661 y Canfield & Morrison (1991) J. Exp. Med. 173:1483. En otro ejemplo, uno o mas restos de aminoacidos en
las posiciones de aminoacidos 231 a 239 se alteran para reducir de ese modo la capacidad del anticuerpo para fijar
el complemento. el documento WO 94/29351.

En algunas realizaciones, la Fc con fijacion de complemento reducida tiene las sustituciones de aminoacidos A330S
y P331S. Gross et al. (2001) Immunity 15:289.

Para su usos cuando hay que evitar la funcion efectora por completo, por ejemplo, cuando la unién a antigeno sola
es suficiente para generar el beneficio terapéutico deseado, y la funcidn efectora solamente conduce a (o incrementa
el riesgo de) efectos secundarios indeseados, los anticuerpos IgG4 se pueden usar, o los anticuerpos o fragmentos
que carecen de la regién Fc o una porcion sustancial de los mismos se pueden concebir, o la Fc se puede mutar
para eliminar la glicosilacion totalmente (por ejemplo N297A). Como alternativa, se ha generado una construccion
hibrida de IgG2 humana (dominio CH1 y regién bisagra) y IgG4 humana (dominios CH2 y CH3) que esta desprovista
de la funcién efectora, que carece de la capacidad de unir los FcyRs (tipo 1gG2) y es incapaz de activar el
complemento (tipo 1IgG4). Rother et al. (2007) Nat. Biotechnol. 25:1256. Véase también Mueller et al. (1997) Mol.
Immunol. 34:441; Labrijn et al. (2008) Curr. Op. Immunol. 20:479 (discutiendo las modificaciones de Fc para reducir
la funcién efectora generalmente).

En otras realizaciones, se altera la regiéon Fc reemplazando al menos un resto de aminoacido por un resto de
aminoacido diferente para reducir las funciones efectoras del anticuerpo. Por ejemplo, uno o mas aminoacidos
seleccionados de los restos de aminoacidos 234, 235, 236, 237, 297, 318, 320 y 322 se pueden reemplazar por un
resto de aminoacidos diferente de manera que el anticuerpo tiene afinidad disminuida para un ligando efector para
conservar la capacidad de unién a antigeno del anticuerpo parenteral. El ligando efector para el que se altera la
afinidad puede ser, por ejemplo, un receptor de Fc (restos 234, 235, 236, 237, 297) o el componente C1 del
complemento (restos 297, 318, 320, 322). Los documentos de patente de Estados Unidos n.° 5.624.821 y 5.648.260,
ambas por Winter et al.

el documento WO 88/007089 propuso modificaciones en la regién Fc de IgG para disminuir la unién a FcyRI para
disminuir ADCC (234A; 235E; 236A; G237A) o bloguear la unién al componente complemento C1q para eliminar
CDC (E318A o V/K320A y K322A/Q). Véase también Duncan & Winter (1988) Nature 332:563; Chappel et al. (1991)
Proc. Nat'l Acad. Sci. (USA) 88:9036; y Sondermann et al. (2000) Nature 406:267 (discutiendo los efectos de estas
mutaciones sobre la union de FcyRIll).

Las modificaciones de Fc que reducen la funcién efectora también incluyen sustituciones, inserciones, y deleciones
en las posiciones 234, 235, 236, 237, 267, 269, 325, y 328, tal como 234G, 235G, 236R, 237K, 267R, 269R, 325L y
328R. Una variante de Fc puede comprender 236R/328R. Otras modificaciones para reducir FcyR y las
interacciones complemento incluyen las sustituciones 297A, 234A, 235A, 237A, 318A, 228P, 236E, 268Q, 309L,
3308, 331S, 2208, 226S, 229S, 238S, 233P, y 234V. Estas y otras modificaciones se revisan en Strohl (2009)
Current Opinion in Biotechnology 20:685-691. Las funciones efectoras (tanto ADCC como la activacion de
complemento) se pueden reducir, mientras que se mantiene la union de FCcR neonatal (mantiene la semivida),
mutando los restos de IgG en una o mas posiciones 233 - 236 y 327 - 331, tal como E233P, L234V, L235A,
opcionalmente G236A, A327G, A330S y P331S en IgG1; E233P, F234V, L235A, opcionalmente G236A en 1gG4; y
A330S y P331S en IgG2. Véase Armour et al, (1999) Eur. J. Immunol. 29:2613; el documento WO 99/58572. Otras
mutaciones que reducen la funcién efectora incluyen L234A y L235A en IgG1 (Alegre et al., (1994) Transplantation
57:1537); V234A y G237A en IgG2 (Cole et al. (1997) J. Immunol. 159:3613; véase también el documento de
patente de Estados Unidos N.° 5.834.597); y S228P y L235E para IgG4 (Reddy et al. (2000) J. Immunol. 164:1.925).
Otra combinacion de mutaciones para reducir en una IgG1 humana incluye L234F, L235E y P331S. Oganesyan et
al. (2008) Acta Crystallogr. D. Biol. Crystallogr. 64:700. Véase generalmente Labrijn et al. (2008) Curr. Op. Immunol.
20:479. Las mutaciones adicionales encontradas para disminuir la funcion efectora en el contexto de una proteina de
fusion Fc (IgG1) (abatacept) son C226S, C229S y P238S (enumeracion de resto EU). Davis et al. (2007) J. Immunol.
34:2204.

Otras variantes de Fc que tienen ADCC y/o CDC reducidas se describen en Glaesner et al. (2010) Diabetes Metab.
Res. Rev. 26:287 (F234A y L235A para disminuir ADCC y ADCP en un IgG4); Hutchins et al. (1995) Proc. Nat'l
Acad. Sci. (USA) 92:11980 (F234A, G237A y E318A en un IgG4); An et al. (2009) MAbs 1:572 y la Publicacion de
solicitud de patente de Estados Unidos 2007/0148167 (H268Q, V309L, A330S y P331S en una 1gG2); McEarchern et
al. (2007) Blood 109:1.185 (C226S, C229S, E233P, L234V, L235A en un IgG1); Vafa et al. (2014) Methods 65:114
(V234V, G237A, P238S, H268A, V309L, A330S, P331S en una IgG2).

En determinadas realizaciones, se elige una Fc que tiene esencialmente no funcién efectora, es decir, tiene union
reducida a FcyRs y fijacién a complemento reducida. Una Fc ilustrativa, por ejemplo, Fc de IgG1, que no es efectora
comprende las siguientes mutaciones: L234A, L235E, G237A, A330S y P331S. Gross et al. (2001) Immunity 15:289.
Cadenas pesadas ilustrativas que comprende estas mutaciones se exponen en el Listado de Secuencias, como se
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detalla en la Tabla 35. Estas cinco sustituciones se pueden combinar con N297A para eliminar también la
glicosilacion.

Aumentar la funcién efectora

Como alternativa, la actividad de ADCC se puede incrementar modificando la region Fc. Con respecto a la actividad
ADCC, IgG1 =IgG3>> IgG4 =IgG2 huma, por tanto, un dominio constante de IgG1, en lugar de 1IgG2 o IgG4, se
podria elegir para su uso en un farmaco en el que se desea ADCC. Como alternativa, la regién Fc se puede
modificar para incrementar la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) y/o para incrementar la
afinidad para un receptor de Fcy modificando uno o mas aminoacidos de las siguientes posiciones: 234, 235, 236,
238, 239, 240, 241, 243, 244, 245, 247, 248, 249, 252, 254, 255, 256, 258, 262, 263, 264, 265, 267, 268, 269, 270,
272, 276, 278, 280, 283, 285, 286, 289, 290, 292, 293, 294, 295, 296, 298, 299, 301, 303, 305, 307, 309, 312, 313,
315, 320, 322, 324, 325, 326, 327, 329, 330, 331, 332, 333, 334, 335, 337, 338, 340, 360, 373, 376, 378, 382, 388,
389, 398, 414, 416, 419, 430, 433, 434, 435, 436, 437, 438 o0 439. Véase el documento WO 2012/142515; véase
también el documento WO 00/42072. Sustituciones ilustrativas incluyen 236A, 239D, 239E, 268D, 267E, 268E,
268F, 324T, 332D y 332E. Variantes ilustrativas incluyen 239D/332E, 236A/332E, 236A/239D/332E, 268F/324T,
267E/268F, 267E/324T, y 267E/268F/324T. Por ejemplo, se ha demostrado que las IgG1Fc humanas que
comprenden la variante G236A, la cual opcionalmente se puede combinar con I332E, incrementa la relacién de
afinidad de unién a FcyllA / FeylIB aproximadamente 15 veces. Richards et al. (2008) Mol. Cancer Therap. 7:2517;
Moore y co. (2010) mAbs 2:181. Otras modificaciones para aumentar las interacciones de FcyR y complemento
incluyen poro no se limitan a sustituciones 298A, 333A, 334A, 326A, 2471, 339D, 339Q, 280H, 290S, 298D, 298V,
243L, 292P, 300L, 396L, 3051, y 396L. Estas y otras modificaciones se revisan en Strohl (2009) Current Opinion in
Biotechnology 20:685-691. Especificamente, tanto ADCC como CDC se pueden aumentar por cambios en la
posicion E333 de IgG1, por ejemplo, E333A. Shields et al. (2001) J. Biol. Chem. 276:6591. El uso de mutaciones
P2471 y A339D para aumentar la funcion efectora en una IgG1 se describe en el documento WO 2006/020114, y
D280H, K290S + S298D/V se describe en el documento WO 2004/074455. Se ha demostrado que las variantes
K326A/W y E333A/S incrementan la funcion efectora en IgG1 humana y E333S en IgG2. Idusogie et al. (2001) J.
Immunol. 166:2571.

Especificamente, los sitios de unién en IgG1 humana para FcyR1, FcyRIl, FcyRIll y FcRn se han mapeado, y se han
descrito variantes con unidon mejorada. Shields et al. (2001) J. Biol. Chem. 276:6591-6604. Se demostrd que las
mutaciones especificas 256, 290, 298, 333, 334 y 339 mejoran la union a FcyRIll, incluyendo los mutantes de
combinacion T256A/S298A, S298A/E333A, S298A/K224A y S298A/E333A/K334A (que tiene union a FcyRllla
aumentada y actividad ADCC). Se han identificado otras variantes de IgG1 con unién a FcyRllla fuertemente
aumentada, incluyendo variantes con mutaciones S239D/I332E y S239D/I332E/A330L que muestran el mayor
incremento en afinidad para FcyRllla, una disminucién en la union a FcyRIIb, y fuerte actividad citotéxica en monos
cynomolgus. Lazar et al.(2006) Proc. Nat'l Acad Sci. (USA) 103:4005; Awan et al. (2010) Blood 115:1204; Desjarlais
& Lazar (2011) Exp. Cell Res. 317:1278. La introduccion de las mutaciones triples en anticuerpos tales como
alemtuzumab (especifico a CD52), trastuzumab (especifico a HER2/neu), ituximab (especifico a CD20), y cetuximab
(especifico a EGFR) se tradujo en actividad ADCC muy aumentada in vitro, y la variante S239D/I332E mostré una
capacidad aumentada para eliminar los linfocitos B en monos. Lazar et al.(2006) Proc. Nat! Acad Sci. (USA)
103:4005. Ademas, se han identificado mutantes de IgG1 que contienen mutaciones L235V, F243L, R292P, Y300L,
V305l y P396L que presentan unién a FcyRIllla y actividad ADCC concomitantemente aumentada en ratones
transgénicos que expresan FcyRIlla humana en modelos de malignidades de linfocito B y cancer de mama.
Stavenhagen et al. (2007) Cancer Res. 67:8882; el documento de patente de Estados Unidos n.° 8.652.466;
Nordstrom et al. (2011) Breast Cancer Res. 13:R123.

Isotipos de IgG diferentes también pueden presentar actividad CDC diferencial (IgG3>1gG1>>IgG2=IgG4). Dangl et
al. (1988) EMBO J. 7:1989. Para sus usos en los que se desea CDC aumentada, también es posible introducir
mutaciones que incrementan la uniéon a C1q. La capacidad de reclutar complemento (CDC) se puede aumentar
mediante mutaciones a K326 y/o E333 en una IgG2, tal como K326W (que reduce la actividad ADCC) y E333S, para
incrementar la unién a C1q, el primer componente de la cascada complemento. Idusogie et al. (2001) J. Immunol.
166:2571. La introduccion de S267E / H268F / S324T (sola o en cualquier combinacion) en IgG1 humana aumenta la
union a C1g. Moore y co. (2010) mAbs 2:181. La region Fc del anticuerpo isotipo hibrido IgG1/IgG3 "113F" de
Natsume et al. (2008) Cancer Res. 68:3863 (figura 1 en el presente documento) también confiere CDC aumentada.
Véase también Michaelsen et al. (2009) Scand. J. Immunol. 70:553 y Redpath et al. (1998) Immunology 93:595.

Las mutaciones adicionales que pueden incrementar o disminuir la funcién efectora se describen en Dall'Acqua et al.
(2006) J. Immunol. 177:1129. Véase también Carter (2006) Nat. Rev. Immunol. 6:343; Presta (2008) Curr. Op.
Immunol. 20:460.

También se pueden usar variantes de Fc que aumentan la afinidad para el receptor inhibidor FcyRllb, por ejemplo,
para aumentar la actividad inductora de apoptosis o adyuvante. Li & Ravetch (2011) Science 333:1030; Li & Ravetch
(2012) Proc. Natl Acad. Sci (USA) 109:10966; la publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos
2014/0010812. Tales variantes pueden proporcionar un anticuerpo con actividades inmunomoduladoras
relacionadas con células FcyRIIb+, incluyendo por ejemplo linfocitos B y monocitos. En una realizacion, las variantes
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de Fc proporcionan afinidad aumentada a FcyRIlb en relacion con uno o mas receptores activadores. Las
modificaciones para alterar la unién a FcyRIlb incluyen una o mas modificaciones en una posicién seleccionada del
grupo que consiste en 234, 235, 236, 237, 239, 266, 267, 268, 325, 326, 327, 328, y 332, segun el indice EU. Las
sustituciones ilustrativas para aumentar la afinidad de FcyRIlb incluyen pero no se limitan a 234D, 234E, 234F,
234W, 235D, 235F, 235R, 235Y, 236D, 236N, 237D, 237N, 239D, 239E, 266M, 267D, 267E, 268D, 268E, 327D,
327E, 328F, 328W, 328Y y 332E, Sustituciones ilustrativas incluyen 235Y, 236D, 239D, 266M, 267E, 268D, 268E,
328F, 328W, y 328Y, Otras variantes de Fc para aumentar la union a FcyRIlb incluyen 235Y/267E, 236D/267E,
239D/268D, 239D/267E, 267E/268D, 267E/268E, y 267E/328F. Especificamente, las variantes S267E, G236D,
S239D, L328F y I332E, incluyendo la variante doble S267E + L328F, de IgG1 humana son de particular valor en
aumentar especificamente la afinidad para el receptor FcyRIIb inhibidor. Chu et al. (2008) Mol. Immunol. 45:3926; la
publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos 2006/024298; documento WO 2012/087928. La especificidad
aumentada para FcyRlIlb (como se distingue de FcyRlIlaR'®') se puede obtener afiadiendo la sustitucion P238D.
Mimoto et al. (2013) Protein. Eng. Des. & Selection 26:589; el documento WO 2012/115241.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo se modifica para incrementar su semivida biolégica. Son posibles
diversas estrategias. Por ejemplo, esto se puede realizar para incrementar la afinidad de union de la regién de Fc
para FcRn. En una realizacion, se altera el anticuerpo en la region CH1 o CL para contener un receptor de rescate
de unién al epitopo tomado de dos bucles de un dominio CH2 de una regién Fc de una IgG, como se describe en los
documentos de patente de Estados Unidos n.° 5.869.046 y 6.121.022 por Presta et al. Otras variantes de Fc
ilustrativas que incrementan la unién a FcRn y/o mejoran las propiedades farmacocinéticas incluyen las sustituciones
en las posiciones 259, 308, y 434, incluyendo por ejemplo 2591, 308F, 428L, 428M, 434S, 434H, 434F, 434Y y 434M.
Otras variantes que incrementan la unién de Fc a FcRn incluyen: 250E, 250Q, 428L, 428F, 250Q/428L (Hinton et al.,
2004, J. Biol. Chem. 279(8): 6213-6216, Hinton et al. 2006 Journal of Immunology 176:346-356), 256A, 272A, 305A,
307A, 311A, 312A, 378Q, 380A, 382A, 434A (Shields et al, Journal of Biological Chemistry, 2001, 276(9):6591-
6604), 252F, 252Y, 252W, 254T, 256Q, 256E, 256D, 433R, 434F, 434Y, 252Y/254T/256E, 433K/434F/436H (Dall
Acqua et al. Journal of Immunology, 2002, 169:5171-5180, Dall'Acqua et al., 2006, Journal of Biological Chemistry
281:23514-23524), Véase el documento de Patente de Estados Unidos n.°, 8.367.805,

La modificacién de determinados restos conservados en Fc de IgG (1253/H310/Q311/H433/N434), tales como la
variante N434A (Yeung et al. (2009) J. Immunol. 182:7663), se ha propuesto como un modo de incrementar la
afinidad de FcRn, incrementando asi la semivida del anticuerpo en circulacion. el documento WO 98/023289. Se ha
demostrado que la variante de Fc de combinacion que comprende M428L y N434S incrementa la uniéon a FcRn e
incrementa la semivida en suero hasta cinco veces. Zalevsky et al. (2010) Nat. Biotechnol. 28:157. La variante de Fc
de combinacién que comprende las modificaciones T307A, E380A y N434A también se prolonga la semivida de los
anticuerpos IgG1. Petkova et al. (2006) Int. Immunol. 18:1759. Ademas, también se ha demostrado que las variantes
de Fc de combinaciéon que comprenden las variantes M252Y/M428L, M428L/N434H, M428L/N434F, M428L/N434Y,
M428L/N434A, M428L/N434M, y M428L/N434S prolongan la semivida. el documento WO 2009/086320.

Ademas, una variante de Fc de combinacion que comprende M252Y, S254T y T256E, incrementa la semivida casi 4
veces. Dall'Acqua et al. (2006) J. Biol. Chem. 281:23514. Se ha usado una modificacion de 1gG1 relacionada que
proporciona afinidad de FcRn incrementada pero dependencia de pH reducida (M252Y / S254T / T256E / H433K /
N434F) para crear una construccion de 1IgG1 ("MST-HN Abdeg") para usarse como un competidor para evitar la
unién de otros anticuerpos a FcRn, dando como resultado aclaramiento incrementado de ese otro anticuerpo, o bien
IgG enddgena (por ejemplo, en un ajuste autoinmune) u otro anticuerpo exdgeno (terapéutico). Vaccaro et al. (2005)
Nat. Biotechnol. 23:1283; el documento WO 2006/130834.

Se describen otras modificaciones para incrementar la unién de FcRn en Yeung et al. (2010) J. Immunol. 182:7663-
7671; 6.277.375; 6.821.505; documento WO 97/34631; documento WO 2002/060919,

En determinadas realizaciones, los isotipos de IgG hibridos se pueden usar para incrementar la unién de FcRn, e
incrementar potencialmente la semivida. Por ejemplo, se puede construir una variante hibrida 1gG1/IgG3
sustituyendo posiciones de IgG1 en la region CH2 y/o CH3 con aminoacidos de IgG3 en las posiciones donde los
dos isotipos difieren. Por tanto se puede construir un anticuerpo IgG variante hibrido que comprende una o mas
sustituciones, por ejemplo, 274Q, 276K, 300F, 339T, 356E, 358M, 384S, 392N, 397M, 422|, 435R y 436F. En otras
realizaciones descritas en el presente documento, se puede construir una variante hibrida IgG1/IgG2 sustituyendo
posiciones de IgG2 en la region CH2 y/o CH3 con aminoacidos de IgG1 en posiciones donde los dos isotipos
difieren. Por tanto se puede construir un anticuerpo IgG variante hibrido que comprende una o mas sustituciones,
por ejemplo, uno o mas de las siguientes sustituciones de aminoacidos: 233E, 234L, 235L, -236G (referente a una
insercion de una glicina en la posicion 236) y 327A. Véase el documento de Patente de Estados Unidos n.°
8.629.113. Se ha generado un hibrido de las secuencias IgG1/IgG2/lgG4 que incrementan supuestamente la
semivida en suero y mejora la expresion. El documento de patente de Estados Unidos n.° 7.867.491 (nimero de
secuencia 18 en el presente documento).

La semivida en suero de los anticuerpos de la presente invencion también se puede incrementar por pegilacion. Se

puede someter a pegilacion un anticuerpo para, por ejemplo, incrementar la semivida biolégica (por ejemplo, en el
suero) del anticuerpo. Para someter a pegilacion un anticuerpo, el anticuerpo o fragmento del mismo, generalmente
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se hacer reaccionar con un reactivo de polietilenglicol (PEG), tal como un éster reactivo o un derivado de aldehido
de PEG, en condiciones en las que uno o mas grupos PEG se unen al anticuerpo o fragmento de anticuerpo.
Preferentemente, la pegilacion se lleva a cabo mediante una reaccion de acilacion o una reaccion de alquilacion con
una molécula de PEG reactiva (o un polimero reactivo analogo soluble en agua). Como se usa en el presente
documento, el término "polietilenglicol" pretende abarcar cualquiera de las formas de PEG que se han usado para
derivatizar otras proteinas, tales como mono alcoxi (C1-C10) alcoxi o ariloxi-polietilenglicol o polietilenglicol-
maleimida. En determinadas realizaciones, el anticuerpo a someter a pegilacion es un anticuerpo aglicosilado. Los
métodos de pegilacion de proteinas son conocidos en la técnica y se pueden aplicar a los anticuerpos descritos en el
presente documento. Véase, por ejemplo, el documento EP 0154316 de Nishimura et al, y el documento EP
0401384 de Ishikawa et al.

Como alternativa, bajo algunas circunstancias puede ser deseable incrementar la semivida de un anticuerpo de la
presente invencion, en lugar de incrementarlo. Modificaciones tales como 1253A (Hornick et al. (2000) J. Nucl. Med.
41:355) y H435A/R 1253A o H310A (Kim et al. (2000) Eur. J. Immunol. 29:2819) en Fc de IgG1 humana puede
disminuir la union a FcRn, disminuyendo asi la semivida (incrementando el aclaramiento) para su uso en situaciones
en las que se prefiere el rapido aclaramiento, tales como un realizacion de imagen médica. Véase también
Kenanova et al. (2005) Cancer Res. 65:622. Otros medios para aumentar el aclaramiento incluyen el formateo de los
dominios de unién a antigeno de la presente invencién como fragmentos de anticuerpo que carecen de la capacidad
de unién a FcRn, tal como fragmentos Fab. Tal modificaciéon puede reducir la circulacion de la semivida de un
anticuerpo de un par de semanas a un asunto de horas. A continuacién, se puede usar la PEGilacién selectiva de los
fragmentos de anticuerpo para afinar (incrementar) la semivida de los fragmentos de anticuerpo si es necesario.
Chapman et al. (1999) Nat. Biotechnol. 17:780. Los fragmentos de anticuerpo también se pueden fusionar a
albumina humana de suero, por ejemplo, en una construccion de proteina de fusidn, para incrementar la semivida.
Yeh et al. (1992) Proc. Nat'l Acad. Sci. 89:1904. Como alternativa, se puede construir un anticuerpo biespecifico con
un primer dominio de unién a antigeno de la presente invencién y un segundo dominio de unién a antigeno que se
une a albumina humana de suero (HSA). Véase la Publicacion de solicitud de patente Internacional WO
2009/127691 y las referencias de patente citadas en el mismo. Como alternativa, se pueden afiadir secuencias
polipeptidicas especializadas a fragmentos de anticuerpo para incrementar la semivida, por ejemplo, secuencias
polipeptidicas "XTEN". Schellenberger et al. (2009) Nat. Biotechnol. 27:1186; La publicacion de solicitud de patente
Internacional WO 2010/091122. Variantes de Fc adicionales

Cuando se usa un dominio constante de IgG4, es preferible normalmente incluir la sustitucion S228P, la cual imita la
secuencia bisagra en IgG1 y de ese modo estabiliza las moléculas de IgG4, por ejemplo, reduciendo el intercambio
Fab-brazo entre el anticuerpo terapéutico e IgG4 enddgena en el paciente a tratar. Labrijn et al. (2009) Nat.
Biotechnol. 27:767; Reddy et al. (2000) J. Immunol. 164:1925.

Se puede eliminar un sitio de escision de proteasa potencial en la bisagra de las construcciones de IgG1 por las
modificaciones D221G y K222S, incrementando la estabilidad del anticuerpo. el documento WO 2014/043344.

Las afinidades y las propiedades de unién de una variante de Fc para su ligando (receptores de Fc) se pueden
determinar mediante diversos métodos de ensayo in vitro (ensayos basados en bioquimicos o inmunoldégicos)
conocidos en la técnica incluyendo, pero sin limitaciéon, métodos de equilibrio (por ejemplo, ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), o raidioinmunoensayo (RIA)), o cinéticas (por ejemplo, analisis SPR
BIACORE®),y otros métodos tales como ensayos de unién indirecta, ensayos de inhibicion competitiva,
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET), electroforesis y cromatografia en gel (por ejemplo,
filtracion en gel). Estos y otros métodos pueden utilizar un marcador o uno o mas de los componentes a examinar
y/o emplear varios métodos de deteccion que incluyen, pero sin limitacién, marcadores cromogénicos, fluorescentes,
luminiscentes, o isotopicos. Puede encontrarse una descripcion detallada de las afinidades y cinéticas de unién en
Paul, W. E., ed., "Fundamental Immunology", 4.2 edicion, Lippincott-Raven, Philadelphia (1999), que se centra en las
interacciones de anticuerpo-inmundgeno.

En otras realizaciones mas, la glicosilacion de un anticuerpo se modifica para incrementar o disminuir la funcion
efectora. Por ejemplo, se puede producir un anticuerpo aglicosilado que carezca de toda la funcion efectora mutando
el resto de asparagina conservado en la posicién 297 (por ejemplo, N297A). por tanto, suprimiendo la union de
complemento y FcyRI. Bolt et al. (1993) Eur. J. Immunol. 23:403. Véase también Tao & Morrison (1989) J. Immunol.
143:2595 (usando N297Q en IgG1 para eliminar la glicosilacion en la posicion 297).

Aunque los anticuerpos aglicosilados generalmente carecen de funcion efectora, se pueden introducir mutaciones
para restaurar esa funcidon. Los anticuerpos aglicosilados, por ejemplo, aquellos resultantes de mutaciones
N297A/C/D/or H o producidos en los sistemas (por ejemplo, E. coli) que no glicosilan las proteinas, ademas se
pueden mutar para restaurar la union de FcyR, por ejemplo, S298G y/o T299A/G/o H (WO 2009/079242), o E382V y
M428I (Jung et al. (2010) Proc. Nat'l Acad. Sci (USA) 107:604).

Ademas, se puede producir un anticuerpo con ADCC mejorada alterando la glicosilacion. Por ejemplo, se ha

demostrado que la eliminacion de la fucosa de los oligosacaridos unidos a Asn297 de la cadena pesada aumentada
la ADCC, basandose en la unidon mejorada a FcyRllla. Shields et al. (2002) JBC 277:26.733; Niwa et al. (2005) J.
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Immunol. Methods 306: 151; Cardarelli et al. (2009) Clin. Cancer Res.15:3376 (MDX-1401); Cardarelli et al. (2010)
Cancer Immunol. Immunotherap. 59:257 (MDX-1342). Tales anticuerpos de baja fucosa se pueden producir, por
ejemplo, en células de ovario de hamster chino (CHO) nuligénico que carecen de fucosiltransferasa (FUTS8)
(Yamane-Ohnuki et al. (2004) Biotechnol. Bioeng. 87:614),0 en oftras células que generan estos anticuerpos
afucosilados. Véase, por ejemplo, Zhang et al. (2011) mAbs 3:289 y Li et al. (2006) Nat. Biotechnol. 24:210
(describiendo ambos la produccién de anticuerpo en Pichia pastoris glicodisefiada por ingenieria genética); Mossner
et al. (2010) Blood 115:4393; Shields et al. (2002) J. Biol. Chem. 277:26733; Shinkawa et al. (2003) J. Biol. Chem.
278:3466; documento EP 1176195B1. ADCC también se puede aumentar como se describe en la publicacion PCT
WO 03/035835, que describe el uso de una linea celular CHO variante, Lec13, con capacidad reducida para unir
fucosa a los carbohidratos unidos a Asn(297), también dando como resultado la hipofucosilacién de anticuerpos
expresados en esa célula hospedadora (véase también Shields, R.L. et al. (2002) J. Biol. Chem. 277:26733-26740).
Como alternativa, los analogos de fucosa se pueden afiadir a medio de cultivo durante la produccién de anticuerpo
para inhibir la incorporacion de fucosa en el carbohidrato sobre el anticuerpo. el documento WO 2009/135181.

Incrementar las estructuras GlcNac bisectantes en oligosacaridos unidos a anticuerpo también aumenta la ADCC. El
documento de publicaciéon PCT WO 99/54342 concedida a Umana et al. describe lineas celulares disefiadas por
ingenieria genética para expresar glucosiltransferasas modificadoras de glucoproteinas (por ejemplo beta(1,4)-N
acetilglucosaminiltransferasa Il (GnTIIl)), de manera que dichos anticuerpos expresados en las lineas celulares
disefiadas por ingenieria genética presentan estructuras GlcNac bisectadas aumentadas que dan como resultado
una actividad de ADCC aumentada de los anticuerpos (véase también Umana et al., 1999 Nat. Biotech. 17:176-180).

Se han desarrollado variantes de glicosilacion adicionales que estan desprovistas de restos de galactosa, acido
sialico, fucosa y xilosa (denominados glicomformas GNGN), que presentan ADCC y ADCP aumentadas pero CDC
disminuida, asi como otras que estan desprovistas de acido sidlico, fucosa y xilosa (denominadas glicoformas
G1/G2), que presentan ADCC, ADCP y CDC aumentadas. la publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos
2013/0149300. Los anticuerpos que tienen estos patrones de glicosilacion opcionalmente se producen en plantas de
N. benthamiana genéticamente modificadas en las que se han desactivado los genes de la xiloxil y fucosil tranfesasa
enddgenas.

El glicodisefio por ingenieria genética también se puede usar para modificar las propiedades antiinflamatorias de una
construccion de IgG cambiando el contenido de 02,6 sialilo de las cadenas de carbohidrato unidas a Asn297 de las
regiones Fc, en la que una proporcion de formas a2,6 sialidadas da como resultado efectos antiinflamatorios
aumentados. Véase Nimmerjahn et al. (2008) Ann. Rev. Immunol. 26:513. Por el contrario, la reduccién en la
produccién de anticuerpos que tienen carbohidratos a2,6 sialidados puede ser util en casos en los que no se quieren
las propiedades antiinflamatorias. Los métodos de modificacién del contenido de a2,6 sialilacion de anticuerpos, por
ejemplo, mediante purificacion selectiva de formas a2,6 sialidadas o mediante modificacion enzimatica, se
proporcionan en la publicacién de la solicitud de patente de Estados Unidos No. 2008/0206246. En otras
realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la regién Fc se puede modificar para imitar el efecto de a2,6
sialilacion, por ejemplo, mediante inclusion de una modificacion F241A. el documento WO 2013/095966.

VIIl. Propiedades fisicas del anticuerpo

Los anticuerpos descritos en el presente documento pueden contener uno o mas sitios de glicosilaciéon en la region
variable de la cadena ligera o la pesada. Tales sitios de glicosilacion pueden dar como resultado la inmunogenicidad
incrementada del anticuerpo o una alteracion de pK del anticuerpo debido a la unién a antigeno alterada Marshall et
al. (1972) Annu Rev Biochem 41:673-702; Gala and Morrison (2004) J. Immunol 172:5489-94; Wallick et al (1988) J.
Exp. Med. 168:1.099-109; Spiro (2002) Glycobiology 12:43R-56R; Parekh et al 1985) Nature 316:452-7; Mimura et
al. (2000) Mol Immunol 37:697-706). Se ha sabido que la glicosilacion ocurre en motivos que contienen una
secuencia N-X-S/T. En algunos casos, se prefiere tener un anticuerpo anti-CD73 que no contenga glicosilacion de la
region variable. Esto se puede conseguir o bien seleccionando anticuerpos que no contienen el motivo de
glicosilacion en la regién variable o mutando los restos en la region de glicosilacion.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos descritos en el presente documento no contienen sitios de
isomerismo de asparagina. La desaminacion de la asparagina puede ocurrir en secuencias N-G o D-G y pueden dar
como resultado la creacion de un resto de acido isoaspartico que puede introducir un pliegue en la cadena
polipeptidica y puede disminuir su estabilidad (efecto de acido isoaspartico). Por ejemplo, si la secuencia de
aminoacidos Asp-Gly esta presente en las secuencias de CDR de la cadena pesada y/o ligera del anticuerpo, la
secuencia se sustituye con una secuencia de aminoacidos que no se somete a isomerizacion. En una realizacion
descrita en el presente documento, el anticuerpo comprende la secuencia de CDR2 de la region variable de la
cadena pesada expuesta en la SEQ ID NO: 6, pero en el que Asp o Gly en la secuencia de Asp-Gly
(VILYDGSNKYYPDSVKG; SEQ ID NO: 6 estan reemplazados por la secuencia de aminoacidos que no se somete a
isomerizacion, por ejemplo, una secuencia Asp-Ser o una Ser-Gly.

Cada anticuerpo tendra un punto isoeléctrico unico (pl), que generalmente cae en el intervalo de pH entre 6 y 9,5. El

pl de un anticuerpo IgG1 generalmente cae dentro del intervalo de pH de 7-9,5 y el pl para un anticuerpo IgG4
generalmente cae en el intervalo de pH 6-8. Se especula que los anticuerpos con un pl fuera del intervalo normal
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puede tener algun desdoblamiento e inestabilidad bajo condiciones in vivo. Por tanto, se prefiere tener un anticuerpo
anti-CD73 que contenga un valor de pl que caiga en el intervalo normal. Esto se puede conseguir o bien
seleccionando anticuerpos con un pl en el intervalo normal o mutando restos de superficie cargados.

Cada anticuerpo tendra una temperatura de fusién caracteristica, con una temperatura de fusién mayor indicando
mayor estabilidad general in vivo(Krishnamurthy R and Manning M C (2002) Curr Pharm Biotechnol 3:361-71).
Generalmente, se prefiere que la Tw: (la temperatura de desplegamiento inicial) sea mayor que 60 °C,
preferentemente mayor que 65 °C, incluso preferentemente mayor que 70 °C. El punto de fusién de un anticuerpo se
puede medir usando calorimetria de barrido diferencial (Chen et al (2003) Pharm Res 20:1952-60; Ghirlando et al
(1999) Immunol Lett 68:47-52) o dicroismo circular (Murray et al (2002) J. Chromatogr Sci 40:343-9). En una
realizacion preferida, se seleccionan anticuerpos que no se degraden rapidamente. La degradaciéon de un anticuerpo
se puede medir usando electroforesis capilar (CE) y MALDI-MS (Alexander A J and Hughes D E (1995) Anal Chem
67:3626-32).

En otra realizacion preferida, se seleccionan anticuerpos que tienen efectos de agregacion minima, lo cual puede
conducir al desencadenamiento de una respuesta inmunitaria indeseada y/o propiedades farmacocinéticas alteradas
o desfavorables. Generalmente, los anticuerpos son aceptables con una agregacion del 25 % o menos,
preferentemente 20 % o menos, incluso mas preferentemente 15 % o menos, incluso mas preferentemente 10 % o
menos e incluso mas preferentemente 5 % o menos. La agregacién se puede medir mediante varias técnicas,
incluyendo la columna de exclusion por tamafio (SEC), cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) y la
dispersion de luz.

IX. Métodos de disefo por ingenieria genética de anticuerpos

Como se ha tratado anteriormente, los anticuerpos anti-CD73 que tienen las secuencias Vy y V. descritas en el
presente documento se pueden usar para crear nuevos anticuerpos anti-CD73 modificando las secuencias VH y/o
VL, o la(s) regidn(es) constante(s) unidas a las mismas. Por tanto, en otro aspecto descrito en el presente
documento, las caracteristicas estructurales de un anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente documento, por
ejemplo, CD73.4, 11F11, 4C3, 4D4, 10D2, 11A6, 24H2, 5F8, 6E11 y/o 7A11, se usan para crear anticuerpos anti-
CD73 estructuralmente relacionados para conservar al menos una propiedad funcional de los anticuerpos descritos
en el presente documento, tal como la union a CD73 humana y CD73 de cynomolgus. Por ejemplo, una o mas
regiones CDR de 11F11, 4C3, 4D4, 10D2, 11A6, 24H2, 5F8, 6E11 y/o 7A11, o mutaciones de las mismas, se
pueden combinar recombinantemente con regiones marco conocidas y/o otras CDR para crear anticuerpos anti-
CD73 adicionales, recombinantemente disefiados por ingenieria genética, descritos en el presente documento, tal
como se ha tratado anteriormente. Otros tipos de modificaciones incluyen aquellas descritas en la seccion anterior.
El material de partida para el método de disefio por ingenieria genética es una o mas secuencias de VH y/o VL
proporcionadas en el presente documento, o una o mas regiones CDR de las mismas. Para crear el anticuerpo
disefiado por ingenieria genética, no es necesario realmente preparar (es decir, expresar como una proteina) un
anticuerpo que tiene una o mas secuencias de la VH y/o VL proporcionadas en el presente documento, o una o mas
regiones CDR de las mismas. En cambio, la informacién contenida en la(s) secuencia(s) se usa como el material de
partida para crear una(s) secuencia(s) de "segunda generacion" de la(s) secuencia(s) original(es) y, a continuacion,
se prepara(n) la(s) secuencia(s) de "segunda generaciéon" y se expresa(n) como una proteina.

Por consiguiente, en el presente documento se proporcionan métodos para preparar anticuerpo anti-CD73 que
comprende:

(a) proporcionar: (i) una secuencia de anticuerpo de la region variable de la cadena pesada que comprende una
secuencia CDR1 seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 5, 17, 33, 41, 53, 61, 69, 81, y 89, una
secuencia CDR2 seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 6, 18, 34, 42, 54, 62, 70, 82, y 90, y/o
secuencia CDR3 seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 7, 19, 35, 43, 55, 63, 71, 83, y 91; y (ii)
una secuencia de anticuerpo de la region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia CDR1
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 9, 13, 21, 25, 29, 37, 45, 49, 57, 65, 73, 77, 85, y 93, una
secuencia CDR2 seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 10, 14, 22, 26, 30, 38, 46, 50, 58, 66,
74,78, 86, y 94, y/o secuencia CDR3 seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 11, 15, 23, 27, 31,
39, 47, 51,59, 67,75,79, 87, y 95;

(b) alterar al menos un resto de aminoacidos en la secuencia de anticuerpo de la regién variable de la cadena
pesada y/o la secuencia de anticuerpo de la region variable de la cadena ligera para crear al menos una
secuencia de anticuerpo alterada; y

(c) expresar la secuencia de anticuerpo alterada como una proteina.

Las técnicas de biologia molecular convencionales se pueden usar para preparar y expresar la secuencia de
anticuerpo alterada.

Preferentemente, el anticuerpo codificado por la(s) secuencia(s) de anticuerpo alterada(s) es una que conserva una,

alguna o todas las propiedades funcionales de los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento, que
incluye aquellas enumeradas en la Tabla 3.
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El anticuerpo alterado puede presentar una o mas, dos o mas, tres o mas, cuatro o mas, cinco o mas, seis o mas,
siete 0 mas, ocho o mas, nueve o mas, diez, o todas las propiedades funcionales usando los ensayos funcionales
descritos en el presente documento. Las propiedades funcionales de los anticuerpos alterados se pueden valorar
usando ensayos convencionales disponibles en la técnica y/o descritos en el presente documento, tal como aquellos
expuestos en los Ejemplos (por ejemplo, ELISAs, FACS).

En determinadas realizaciones de los métodos de disefio por ingenieria genética de anticuerpos descritos en el
presente documento, se pueden introducir mutaciones aleatoriamente o selectivamente a lo largo de toda o parte de
la secuencia codificante del anticuerpo anti-CD73 y los anticuerpos anti-CD73 modificados resultantes se pueden
seleccionar en funcién de su actividad de union y/o otras propiedades funcionales como se describen en el presente
documento. En la técnica se han descrito métodos mutifuncionales. Por ejemplo, el documento de publicacion PCT
WO 02/092780 de Short describe métodos para creacion y cribado de mutaciones de anticuerpo usando
mutagénesis de saturacion, ensamblaje de ligamiento sintético, o una combinacién de los mismo. Como alternativa,
el documento de publicacion PCT WO 03/074679 de Lazar et al. describe métodos de uso de métodos de cribado
por ordenador para optimizar propiedades fisioquimicas de anticuerpos.

X. Moléculas de acido nucleico

Otro aspecto descrito en el presente documento pertenece a moléculas de acidos nucleicos que codifican los
anticuerpos descritos en el presente documento. Los acidos nucleicos pueden estar presentes en células completas,
en lisado celular, o en una forma parcialmente purificada o sustancialmente pura. Un acido nucleico se "aisla" o "se
vuelve sustancialmente puro" cuando se purifica de otros componentes celulares u otros contaminantes, por
ejemplo, otros acidos nucleicos celulares (por ejemplo, otro ADN cromosomico, por ejemplo, el ADN cromosémico
que se une al ADN aislado en la naturaleza) o proteinas, mediante técnicas convencionales, incluyendo tratamiento
alcalino/SDS, bandeo de CsCl, cromatografia en columna, enzimas de restriccion, electroforesis en gel de agarosa y
otros bien conocidos en la técnica. Véase, F. Ausubel, et al., ed. (1987) "Current Protocols in Molecular Biology",
Greene Publishing and Wiley Interscience, Nueva York. Un acido nucleico descrito en el presente documento puede
ser, por ejemplo, ADN o ARN y puede o no puede contener secuencias intronicas. En una determinada realizacion,
el acido nucleico es una molécula de ADNc.

Los acidos nucleicos descritos en el presente documento se pueden obtener usando técnicas de biologia molecular
convencionales. Para los anticuerpos expresados por hibridomas (por ejemplo, hibridomas preparados a partir de
ratones transgénicos que portan genes de inmunoglobulina humana como se describen adicionalmente mas
adelante), Los ADNc que codifican las cadenas ligeras y pesadas del anticuerpo producido por el hibridoma se
pueden obtener mediante amplificacion por PCR convencional o técnicas de clonacién de ADNc. Para anticuerpos
obtenidos de una genoteca de inmunoglobulina (por ejemplo, usando técnicas de expresion en fago), se puede
recuperar el acido nucleico que codifica el anticuerpo de la genoteca.

Las moléculas de acidos nucleicos preferidas descritas en el presente documento son aquellas que codifican las
secuencias de VH y VL de los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento, por ejemplo, anticuerpos
monoclonales CD73.4 11F11-1, 11F11-2, 4C3-1, 4C3-2, 4C3-3, 4D4, 10D2-1, 10D2-2, 11A6, 24H2, 5F8-1, 5F8-2,
6E11, 7A11, CD73.3 y/o CD73.4. Las secuencias de ADN que codifican las secuencias de VH de CD73.4 (CD73.4-1
y CD73.4-2) 11F11 (11F11-1 y 11F11-2), 4C3 (4C3-1, 4C3-2 y 4C3-3), 4D4, 10D2 (10D2-1 y 10D2-2), 11A6, 24H2,
5F8 (5F8-1 y 5F8-2), 6E11, 7A11, CD73.3 y CD73.4 se exponen en las SEQ ID NO: 4, 16, 32, 40, 52, 60, 68, 80, 88,
135, y 170, respectivamente. Las secuencias de ADN que codifican las secuencias de VL de 11F11-1, 11F11-2,
4C3-1, 4C3-2, 4C3-3, 4D4, 10D2-1, 10D2-2, 11A6, 24H2, 5F8-1, 5F8-2, 6E11 7A11, CD73.3 y/o CD73.4 se exponen
en las SEQ ID NO: 8, 12, 20, 24, 28, 36, 44, 48, 56, 64, 72, 76, 84, y 92, respectivamente.

Una vez que se obtienen los fragmentos de ADN que codifican los segmentos VH y VL, estos fragmentos de ADN se
pueden manipular ademas mediante técnicas de ADN recombinante convencionales, por ejemplo, para convertir
genes de la region variable en genes de la cadena del anticuerpo de longitud completa, en genes del fragmento Fab
o en un gen scFv. En estas manipulaciones, un fragmento de ADN codificante de VL o VH se une operativamente a
otro fragmento de ADN que codifica otra proteina, tal como una regién constante de anticuerpo o un enlazador
flexible. La expresion "unido operativamente”, como se usa en este contexto, pretende significar que los dos
fragmentos de ADN se juntan de manera que las secuencias de aminoacidos codificadas por los dos fragmentos de
ADN permanecen en el marco de lectura.

El ADN aislado que codifica la regidon de VH se puede convertir en un gen de la cadena pesada de longitud completa
uniendo operativamente el ADN codificante de VH a otra molécula de ADN que codifica las regiones constantes de
la cadena pesada (bisagra, CH1, CH2 y/o CH3). Las secuencias de los genes de la region constante de la cadena
pesada son conocidas en la técnica (véase, por ejemplo, Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Quinta edicion, U.S. Department of Health and Human Services, El documento de
publicacion NIH N.° 91-3242) y los fragmentos de ADN que abarcan estas regiones se pueden obtener mediante
amplificacion por PCR convencional. La regién constante de la cadena pesada puede ser una region constante de
IgG1, 19G2, 1IgG3, IgG4, IgA, IgE, IgM o IgD, por ejemplo, una regién de IgG1. Para un gen de la cadena pesada de
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fragmento Fab, El ADN codificante de VH se puede unir operativamente a otra molécula de ADN que codifica
solamente la regién constante de CH1 de la cadena pesada.

El ADN aislado que codifica la region VL se puede convertir en un gen de la cadena ligera de longitud completa (asi
como un gen de la cadena ligera de Fab) uniendo operativamente el ADN codificante de VL a otra molécula de ADN
que codifica la region constante de la cadena ligera, CL. Las secuencias de los genes de la regiéon constante de la
cadena ligera son conocidas en la técnica (véase, por ejemplo, Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Quinta edicion, U.S. Department of Health and Human Services, El documento de
publicacion NIH N.° 91-3242) y los fragmentos de ADN que abarcan estas regiones se pueden obtener mediante
amplificacion por PCR convencional. La region constante de la cadena ligera puede ser una region constante kappa
o lambda.

Para crear un gen scFv, los fragmentos de ADN codificantes de VH y VL se unen operativamente a otro fragmento
que codifica un enlazador flexible, por ejemplo, que codifica la secuencia de aminoacidos (Glys-Ser)s, de manera que
las secuencias VH y VL puedan expresarse como una proteina monocatenaria contigua, con las regiones VL y VH
juntadas por el enlazador flexible (véase, por ejemplo, Bird et al. (1988) Science 242:423-426; Huston et al. (1988)
Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 85:5.879-5.883); McCafferty et al., (1990) Nature 348:552-554).

En el presente documento también se describe moléculas de acidos nucleicos que codifican secuencias VH y VL o
las cadenas pesadas y ligeras de longitud completa que son homdlogas a aquellas de los anticuerpos descritos en el
presente documento, por ejemplo, los anticuerpos monoclonales 11F11-1, 11F11-2, 4C3-1, 4C3-2, 4C3-3, 4D4,
10D2-1, 10D2-2, 11A6, 24H2, 5F8-1, 5F8-2, 6E11, 7A11, CD73.3 y/o CD73.4. Las moléculas de acidos nucleicos
ilustrativas codifican las secuencias VH y VL que son al menos 70 %, por ejemplo, al menos un 75 %, al menos un
80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos 95 % o al menos 99 % idénticas, a las moléculas de acidos
nucleicos que codifican las secuencias VH y VL o las cadenas pesadas y ligeras de longitud completa de los
anticuerpos monoclonales 11F11-1, 11F11-2, 4C3-1, 4C3-2, 4C3-3, 4D4, 10D2-1, 10D2-2, 11A6, 24H2, 5F8-1, 5F8-
2, 6E11 7A11, CD73.3 y/o CD73.4, por ejemplo, las secuencias expuestas en la Tabla 35. Por ejemplo, en el
presente documento se proporcionan anticuerpos anti-CD73 que comprenden una cadena VH y una cadena VL que
se codifican por secuencias de nucleétidos que son al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
100 % idénticas a SEQ ID NO: 139 y SEQ ID NO: 140 o 141; SEQ ID NO: 237 y SEQ ID NO: 140 o 141; SEQ ID NO:
142 y SEQ ID NO: 143, 144 0 145; SEQ ID NO: 146 y SEQ ID NO: 147; SEQ ID NO: 148 y SEQ ID NO: 149 o 150;
SEQ ID NO: 151 y SEQ ID NO: 152; SEQ ID NO: 153 y SEQ ID NO: 154; SEQ ID NO: 155 y SEQ ID NO: 156 o0 157
0242; SEQ ID NO: 158 y SEQ ID NO: 159; SEQ ID NO: 160 y SEQ ID NO: 161. En el presente documento también
se proporcionan anticuerpos anti-CD73 que comprenden una cadena pesada y una cadena ligera que se codifican
por secuencias nucleétidas que son al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de
identidad con las SEQ ID NO: 134, 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222, 223, 224, 225, 226, 227, 228, 229,
230, 231, 232, 233, 234, 243, 266 (cadena pesada) y SEQ ID NO: 244 o 245 (cadena ligera); SEQ ID NO: 211, 212,
213 0246 y SEQ ID NO: 247, 248 o0 249; SEQ ID NO: 235, 236 0 250 y 251; SEQ ID NO: 252 y SEQ ID NO: 253 o
254; SEQ ID NO: 255 y SEQ ID NO: 256; SEQ ID NO: 257 y SEQ ID NO: 258; SEQ ID NO: 259 y SEQ ID NO: 260 o
261; SEQ ID NO: 262 y SEQ ID NO: 263; SEQ ID NO: 264 y SEQ ID NO: 265. En el presente documento también se
proporcionan moléculas de acidos nucleicos con mutaciones silenciosas (es decir, cambios de bases que no alteran
la secuencia de aminoacidos resultante tras la traduccion de la molécula de acido nucleico), por ejemplo, para
optimizacion de codones.

Xl. Generacion de anticuerpo

Se pueden producir diversos anticuerpos de la presente invencion usando diversas técnicas conocidas, tales como
la técnica de hibridacion de célula somatica convencional descrita por Kohler y Milstein, Nature 256: 495 (1975).
Aunqgue se prefieren procedimientos de hibridacién de célula somatica, en principio, también se pueden emplear
otras técnicas para producir anticuerpos monoclonales, por ejemplo, transformacion viral u oncogénica de linfocitos
B, técnica de expresion en fago usando genotecas de genes de anticuerpo humano.

El sistema animal preferido para preparar los hibridomas es el sistema murino. La produccién de hibridoma en el
ratéon es un procedimiento muy bien establecido. Se conocen en la técnica protocolos de inmunizacion y técnicas
para el aislamiento de esplenocitos inmunizados para fusion. También se conocen compaferos de fusion (por
ejemplo, células de mieloma murino) y procedimientos de fusion.

Los anticuerpos quiméricos o humanizados descritos en el presente documento se pueden preparar basandose en la
secuencia de un anticuerpo monoclonal murino preparado como se ha descrito anteriormente. EI ADN que codifica
las inmunoglobulinas de la cadena pesada y ligera se puede obtener del hibridoma murino de interés y se puede
disefiar por ingenieria genética para contener secuencias de inmunoglobulina no murina (por ejemplo, humana)
usando técnicas de biologia molecular convencionales. Por ejemplo, para crear un anticuerpo quimérico, las
regiones variables murinas se pueden unir a regiones constantes humanas usando métodos conocidos en la técnica
(véase, por ejemplo, el documento de Patente de Estados Unidos N.° 4.816.567 de Cabilly et al.). Para crear un
anticuerpo humano, las regiones CDR murinas se pueden insertar en una regiéon marco humana usando métodos
conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, el documento de Patente de Estados Unidos N.° 5.225.539 de Winter, y
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el documento de Patente de Estados Unidos N.° 5.530.101; 5.585.089; 5.693.762 y 6.180.370 de Queen et al.).

En una realizacién, los anticuerpos descritos en el presente documento son anticuerpos monoclonales humanos.
Tales anticuerpos monoclonales humanos dirigidos frente a CD73 se pueden generar usando ratones transgénicos o
transcromosomicos que portan partes del sistema inmunitario humano en lugar del sistema de raton. Estos ratones
transgénicos y transcromosomicos incluyen ratones referidos en el presente documento como ratones HuMAb y
ratones KM, respectivamente, y colectivamente se refieren en el presente documento como "ratones Ig humanos".

El HUMAb mouse® (Medarex, Inc.) contiene miniloci de inmunoglobulina humana que codifica secuencias de
inmunoglobulina de la cadena pesada (P y y) y ligera k desorganizadas, junto con mutaciones dirigidas que activan
los loci de la cadena p y k enddgena (véase, por ejemplo, Lonberg, et al. (1994) Nature 368(6474): 856-859). Por
consiguiente, los ratones presentan expresion de ratones IgM o k, y en respuesta a la inmunizacion, los transgenes
de la cadena pesada y ligera humanos introducidos se someten a intercambio de clase y mutacién somatica para
generar monoclonal humano de IgGk de lata afinidad (Lonberg, N. et al. (1994), supra; revisado en Lonberg, N.
(1994) Handbook of Experimental Pharmacology 113:49-101; Lonberg, N. and Huszar, D. (1995) Intern. Rev.
Immunol. 13: 65-93, y Harding, F. and Lonberg, N. (1995) Ann. N.Y. Acad. Sci. 764:536-546). La preparacion y el
uso de ratones HuMab, y las modificaciones genémicas portadas por tales ratones, se describe ademas en Taylor, L.
et al. (1992) Nucleic Acids Research 20:6287-6295; Chen, J. et al. (1993) International Immunology 5: 647-656;
Tuaillon et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:3720-3724; Choi et al. (1993) Nature Genetics 4:117-123; Chen,
J. et al. (1993) EMBO J. 12: 821-830; Tuaillon et al. (1994) J. Immunol. 152:2912-2920; Taylor, J. et al. (1994)
International Immunology 6: 579-591; y Fishwild, D. et al. (1996) Nature Biotechnology 14: 845-851. Véase, ademas,
El documento de patente de Estados Unidos n.° 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; 5.789.650; 5.877.397;
5.661.016; 5.814.318; 5.874.299; y 5.770.429; todos de Lonberg y Kay; El documento de Patente de Estados Unidos
N.° 5.545.807 de Surani et al.; Los documentos de publicacion PCT n.° WO 92/03918, WO 93/12227, WO 94/25585,
WO 97/13852, WO 98/24884 y WO 99/45962, todos de Lonberg y Kay; y el documento de publicacion PCT N.° WO
01/14424 de Korman et al.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos descritos en el presente documento se cultivan usando un ratén que
porta secuencias de inmunoglobulina humana sobre trangenes y transcromosomas, tales como un ratén que porta
un transgen de la cadena pesada humana y un transcromosoma de la cadena ligera humana. Tales ratones,
referidos en el presente documento como "ratones KM", se describen en detalle en el documento de publicacién
PCT WO 02/43478 de Ishida et al.

Mas aun, los sistemas animales trasgénicos alternativos que expresan genes de inmunoglobulina humana estan
disponibles en la técnica y se pueden usar para cultivar los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente
documento. Por ejemplo, se puede usar un sistema transgénico alternativo referido como el Xenoraton (Abgenix
Inc.); tales ratones se describen en, por ejemplo, el documento de patente de Estados Unidos n.° 5.939.598;
6.075.181; 6.114.598; 6.150.584 y 6.162.963 de Kucherlapati et al.

Ademas, los sistemas animales transcromosémicos alternativos que expresan genes de inmunoglobulina humana
estan disponibles en la técnica y se pueden usar para cultivar los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente
documento. Por ejemplo, se pueden usar ratones que portan tanto un transcromosoma de la cadena pesada
humano y un transcromosoma de la cadena ligera humano, referido como "ratones TC"; tales ratones se describen
en Tomizuka et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:722-727. Ademas, se han descrito en la técnica vacas que
portan transcromosomas de la cadena pesada y ligera humanos (Kuroiwa et al. (2002) Nature Biotechnology 20:889-
894) y se pueden usar para cultivar los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento.

Los sistemas de raton adicionales descritos en la técnica para cultivar anticuerpos humanos, por ejemplo,
anticuerpos anti-CD73 humanos, incluyen (i) el raton Veloclmmune® (Regeneron Pharmaceuticals, Inc.), en el que
las regiones variables enddgenas de la cadena pesada y ligera de ratdn se han reemplazo, mediante recombinacion
homologa, por regiones variables humanas de la cadena pesada y ligera, uniendo operativamente las regiones
enddgenas constantes de ratén, de manera que los ratones quiméricos (V humano/ C de ratdn) se cultivan en los
ratones, y a continuacion se convierten posteriormente en anticuerpos completamente humanos usando las técnicas
de ADN recombinantes convencionales; y (iii) el raton MeMo® (Merus Biopharmaceuticals, Inc.), en el que el raton
contiene regiones variables desorganizadas de la cadena pesada y ligera pero una region variable de la cadena
ligera comun humana reorganizada. Tales ratones, y su uso para cultivar los anticuerpos, se describen en, por
ejemplo, WO 2009/15777, US 2010/0069614, WO 2011/072204, WO 2011/097603, WO 2011/163311, WO
2011/163314, WO 2012/148873, US 2012/0070861 y US 2012/0073004.

Los anticuerpos monoclonales humanos descritos en el presente documento se pueden preparar usando métodos
de expresion en fago para el cribado de genotecas de genes de inmunoglobulina humana. Tales métodos de
expresion en fago para aislar los anticuerpos humanos estan establecidos en la técnica. Véase, por ejemplo: el
documento de patente de Estados Unidos n.° 5.223.409; 5.403.484; y 5.571.698 de Ladner et al.; los documentos de
patente de Estados Unidos n.° 5.427.908 y 5.580.717 de Dower et al.; los documentos de patente de Estados Unidos
n.° 5.969.108 y 6.172.197 de McCafferty et al.; y los documentos de patente de Estados Unidos n.° 5.885.793;
6.521.404; 6.544.731; 6.555.313; 6,582,915 y 6,593,081 de Giriffiths et al.
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Los anticuerpos monoclonales humanos descritos en el presente documento también se pueden preparar usando
ratones SCID en los que las células inmunitarias humanas se han reconstituido de manera que se puede generar
una respuesta de anticuerpo humano tras la inmunizacion. Tales ratones se describen en, por ejemplo, los
documentos de patente de Estados Unidos n.° 5.476.996 y 5.698.767 de Wilson et al.

Inmunizaciones

Para generar anticuerpos a CD73 humanas completas, se pueden inmunizar ratones transgénicos o
transcromosoémicos que contienen genes de inmunoglobulina humana (por ejemplo, HCol2, HCo7 o KM) se pueden
inmunizar con una preparacion purificada o enriquecida del antigeno CD73 y/o células que expresan CD73, como se
describe para otros antigenos, por ejemplo, por Lonberg, et al. (1994) Nature 368(6474): 856-859; Fishwild et al.
(1996) Nature Biotechnology 14: 845-851 y el documento WO 98/24884. Como alternativa, los ratones se pueden
inmunizar con ADN que codifica CD73 humana. Preferentemente, los ratones seran de 6-16 semanas de vida tras la
primer infusion. Por ejemplo, se puede usar una preparacion purificada o enriquecida (5-50 ug) del antigeno CD73
recombinante para inmunizar los ratones HuMab intraperitonealmente. En el suceso de que las inmunizaciones que
usan una preparacion purificada o enriquecida del antigeno CD73 no da como resultado anticuerpos, los ratones
también se pueden inmunizar con células que expresen CD73, por ejemplo, una linea celular, para promover
respuestas inmunitarias. Lineas celulares ilustrativas incluyen CHO estables que sobreexpresan CD73 y lineas
celulares Raji.

Las experiencia acumulativa con diversos antigenos ha demostrado que la respuesta de los ratones transgénicos
HuAmb es la mejor cuando inicialmente se inmunizan intraperitonealmente (IP) o subcutaneamente (SC) con
antigeno en adyuvante de Ribi, seguido de inmunizaciones IP/SC cada dos semanas (hasta un total de 10) con
antigeno en adyuvante Ribi. Se puede hacer un seguimiento de la respuesta inmunitaria durante el transcurso del
protocolo de inmunizacién con muestras de plasma que se obtienen por sangrados retroorbitales. El plasma se
puede someter a cribado por ELISA y FACS (como se describe mas adelante), y se pueden usar para las fusiones
ratones con suficiente titulacion de inmunoglobulina humana anti-CD73. Los ratones se pueden estimular
intravenosamente con antigeno 3 dias antes de sacrificio y la extirpacion del bazo y los nédulos linfaticos. Se espera
que pueda ser necesario realizar 2-3 fusiones para cada inmunizacién. Entre 6 y 24 ratones generalmente se
inmunizan para cada antigeno. Normalmente, HCo7, HCo12 y KM. Ademas, tanto el transgen HCo7 como HCo012 se
pueden criar juntos en un Unico raton teniendo dos transgenes humanos diferentes de cadena pesada
(HCo7/HCo012).

Generacién de hibridomas que producen anticuerpos monoclonales a CD73

Para generar los hibridomas que producen anticuerpos monoclonales humanos descritos en el presente documento,
se pueden aislar esplenocitos y/o células del nodo linfatico de ratones inmunizados y fusionar a una linea celular
inmortalizada apropiada, tal como una linea celular de mieloma de ratén. Los hibridomas resultantes se pueden
seleccionar en funciéon de la produccion de anticuerpos especificos a antigeno. Por ejemplo, se pueden fusionar
suspensiones de célula Unica de linfocitos esplénicos de ratones inmunizados a células de mieloma de ratén no
secretadoras de Sp2/0 (ATCC, CRL 1581) con PEG al 50 %. Las células se colocan a aproximadamente 2 x 10° en
placa de microtitulacion de fondo plano, seguido de dos semanas de incubaciéon en medio selectivo que contiene 10
% de suero de clon fetal, 18 % de medios condicionados "653", 5 % de origen (IGEN), L-glutamina 4 mM, piruvato
soédico 1 mM, HEPES 5 mM, 2-mercaptoetanol 0,055 mM, 50 unidades/ml de penicilina, 50 mg/ml de estreptomicina,
50 mg/ml de gentamicina y IX HAT (Sigma). Después de aproximadamente dos semanas, las células se pueden
cultivar en medio en el que HAT esta reemplazado por HT. Los pocillos individuales a continuacién se pueden
someter a cribado mediante ELISA para anticuerpos IgM e IgG monoclonales humanos. Una vez que se da el
crecimiento de hibridoma extenso, se pueden observar el medio normalmente después de 10-14 dias. Los
hibridomas secretadores de anticuerpo se pueden reemplazar, someter a cribado de nuevo, y si aun es positivo para
IgG, los anticuerpos monoclonales se pueden subclonar al menos dos veces mediante dilucion limitante. A
continuacion, se pueden cultivar los subclones estables in vitro para generar pequefas cantidades de anticuerpo en
medio de cultivo de tejido para la caracterizacion.

Para purificar los anticuerpos monoclonales, se pueden cultivar hibridomas seleccionados en dos matraces giratorios
de dos litros para la purificacion de anticuerpo monoclonal. Los sobrenadantes se pueden filtrar y concentrar antes
de la cromatografia por afinidad con proteina A-sefarosa (Pharmacia, Piscataway, N.J.). El IgG eluido se puede
controlar mediante electroforesis en gel y cromatografia liquida de alta resolucion para asegurar la pureza. La
solucion tampoén se puede intercambiar en PBS y la concentraciéon se puede determinar por DO280 usando 1,43 de
coeficiente de extincion. Los anticuerpos monoclonales se pueden poner en alicuotas a -80 °C.

XIl. Produccion de anticuerpo

Generacién de transfectomas que producen anticuerpos monoclonales a CD73

Los anticuerpos de la presente invencion se pueden producir en un transfectoma de célula hospedadora usando, por
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ejemplo, una combinacion de técnicas de ADN recombinantes y métodos de transfeccion génica como es bien
conocido en la técnica (Morrison, S. (1985) Science 229:1202).

Por ejemplo, para expresar anticuerpos, o fragmentos de anticuerpo de los mismos, ADN que codifican cadenas
ligeras y pesadas parciales o de longitud completa, se pueden obtener mediante técnicas de biologia molecular
convencionales (por ejemplo, amplificacion por PCR o clonacion de ADNc usando un hibridoma que expresa el
anticuerpo de interés) y los ADN se pueden insertar en vectores de expresion de manera que los genes se unen
operativamente a secuencias de control transcripcional y de traduccion. En este contexto, la expresion "unido
operativamente" pretende significar que un gen de anticuerpo se liga en un vector de manera que las secuencias de
control transcripcional y de traduccion dentro del vector cumplen con su funcién prevista de regular la transcripcion y
traduccion del gen del gen. EL vector de expresion y las secuencias de control de la expresion se seleccionan para
que sean compatibles con la célula huésped de expresion empleada. El gen de la cadena ligera de anticuerpo y el
gen de la cadena pesada de anticuerpo se pueden insertar en el vector separado o ambos genes se insertan en el
mismo vector de expresion. Los genes del anticuerpo se pueden insertar en el(los) vector(es) de expresion mediante
métodos convencionales (por ejemplo, ligamiento de sitios de restriccion complementarios en el fragmento génico y
el vector, o ligamiento de extremos romos si no hay sitios de restriccion). Las regiones variables de la cadena ligera
y pesada de los anticuerpos descritos en el presente documento se pueden usar para crear los genes de anticuerpo
de longitud completa de cualquier isotipo de anticuerpo insertandolos en los vectores de expresion que ya codifican
regiones constantes de la cadena pesada y la cadena ligera del isotipo deseado de manera que el segmento Vy se
une operativamente al(a los) segmento(s) Cx dentro del vector y el segmento V. se une operativamente al segmento
C. dentro del vector. Ademas, o como alternativa, el vector de expresién recombinante puede codificar un péptido de
sefial que facilita la secrecion de la cadena anticuerpo de una célula hospedadora. El gen de la cadena de
anticuerpo se puede clonar en el vector de tal manera que el péptido sefial se une al marco de lectura al extremo
amino del gen de la cadena de anticuerpo. El péptido sefial puede ser un péptido sefial de inmunoglobulina o un
péptido sefial heterélogo (es decir, un péptido sefial de una proteina no inmunoglobulina).

Ademas de los genes de la cadena del anticuerpo, los vectores de expresion recombinantes pueden portan
secuencias reguladoras que controlan la expresion de los genes de la cadena de anticuerpo en una célula
hospedadora. La expresion "secuencia reguladora” pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos de
control de la expresion (por ejemplo, sefiales de poliadenilacidon) que controlan la transcripcion o la traduccion de los
genes de la cadena del anticuerpo. Tales secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en Goeddel (Gene
Expression Technology. Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990)). Los expertos en la
materia apreciaran que el disefio del vector de expresion, incluyendo la seleccion de secuencias reguladoras,
pueden depender de tales factores como la eleccion de la célula hospedadora a transformar, el nivel de expresion de
proteina deseado, etc. Las secuencias reguladoras preferidas para la expresion en células hospedadoras de
mamifero incluyen elementos viricos que dirigen altos niveles de expresion de proteina en células de mamifero, tales
promotores y/o potenciadores derivados de citomegalovirus (CMV), Virus de Simio 40 (SV40), (por ejemplo, el
promotor tardio principal (AdMLP)) y polioma. Como alternativa, se pueden usar secuencias reguladoras no virales,
tales como el promotor de ubiquitina o promotor de B-globina. Mas aun, los elementos reguladores compuestos de
secuencias de diferentes fuentes, tales como el sistema promotor SRa, los cuales contienen secuencias del
promotor temprano SV40 y la repeticion terminal larga del virus de leucemia de linfocitos T tipo 1 (Takebe, Y. et al.
(1988) Mol. Cell. Biol. 8:466-472).

Ademas de los genes de la cadena de anticuerpo y de las secuencias reguladoras, los vectores de expresion
recombinantes pueden portar secuencias adicionales, tales como secuencias que regulan la replicacion del vector en
células hospedadoras (por ejemplo, origenes de replicacion) y genes marcadores de seleccion. EI gen marcador
seleccionable facilita la seleccion de células hospedadoras en las que se ha introducido el vector (véase, por
ejemplo, los documento de patente de Estados Unidos n.° 4.399.216, 4.634.665, 5.179.017, todos de Axel et al.). Por
ejemplo, el gen marcador seleccionable confiere generalmente resistencia a farmacos, tal como G418, higromicina o
metotrexato, a una célula hospedadora en la que se ha introducido el vector. Los genes marcadores seleccionables
preferidos incluyen el gen de dihidrofolato reductasa (DHFR) (para su uso en células hospedadoras dhfr con
seleccion/amplificacion en metotrexato) y el gen neo (para seleccion de G418).

Para la expresion de las cadenas ligeras y pesadas, se someten a transfeccion el(los) vector(es) de expresion que
codifican las cadenas pesadas y ligeras en una célula hospedadora mediante técnicas convencionales. Se pretende
que las diversas formas del término "transfeccion" abarquen una gran variedad de técnicas comunmente usadas
para la introduccion de ADN exégeno en una célula hospedadora procariota o eucariota, por ejemplo,
electroporacion, precipitacion con fosfato de calcio, transfeccion con DEAE-dextrano y similares. Aunque es
tedricamente posible expresar los anticuerpos descritos en el presente documento en células hospedadoras
procariotas o eucariotas, la expresion de los anticuerpos en células eucariotas, y los mas preferentemente células
hospedadoras de mamifero, es la mas preferido debido a que tales células eucariotas, y en particular las células
mamiferas, son mas probables que se ensamblen que las células procariotas y secreten un anticuerpo
apropiadamente plegado e inmunolégicamente activo. Se ha publicado que la expresién procariota de los genes de
anticuerpo es ineficaz para la produccion de altas producciones de anticuerpo activo (Boss, M. A. and Wood, C. R.
(1985) Immunology Today 6:12-13). Los anticuerpos de la presente invencién también se pueden producir en cepas
glicomodificadas por ingenieria genética de la levadura Pichia pastoris. Li et al. (2006) Nat. Biotechnol. 24:210.
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Las células mamiferas preferidas para la expresion de los anticuerpos recombinantes descritos en el presente
documento incluyen células de ovario de hamster chino (CHO) (incluyendo células dhfr-CHO, descritas en Urlaub y
Chasin, (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, usadas con un marcador de seleccion de DHFR, por
ejemplo, como se describe en R. J. Kaufman and P. A. Sharp (1982) Mol. Biol. 159:601-621), células de mieloma
NSO, células COS y células SP2. En particular, para su uso con células de mieloma NSO, otro sistema de expresion
preferido es el sistema de expresion del gen GS descrito en el documento WO 87/04462, WO 89/01036 y EP
338.841. Cuando se introducen vectores de expresion recombinantes que codifican genes de anticuerpo en células
hospedadoras de mamifero, los anticuerpos se producen cultivando las células hospedadoras durante un periodo de
tiempo suficiente para permitir la expresiéon del anticuerpo en las células hospedadoras o, mas preferentemente, la
secrecion del anticuerpo en el medio de cultivo en el que se cultivan las células hospedadoras. Los anticuerpos se
pueden recuperar del medio de cultivo utilizando métodos de purificacion de proteinas convencionales.

Los extremos N y C de las cadenas polipetidicas de anticuerpo de la presente invencién pueden diferir de la
secuencia esperada debido a las modificaciones postraduccionales observadas. Por ejemplo, los restos de lisina C-
terminales con frecuencia estan ausentes en las cadenas pesadas de anticuerpo. Dick et al. (2008) Biotechnol.
Bioeng. 100:1132. Los restos de glutamina N-terminales, y restos de glutamato a un alcance menor, con frecuencia
se convierten en restos de piroglutamato en tanto las cadenas pesadas como ligeras de los anticuerpos terapéuticos.
Dick et al. (2007) Biotechnol. Bioeng. 97:544; Liu et al. (2011) JBC 28611211; Liu et al. (2011) J. Biol. Chem.
286:11211.

XIll. Ensayos

Los anticuerpos descritos en el presente documento se pueden ensayar para la union a CD73 por, por ejemplo,
ELISA convencional. En resumen, se recubren placas de microtitulacién con CD73 purificada a 1-2 yg/ml en PBS y,
a continuacion, se bloquean con albumina de suero bovino al 5 % en PBS. Se afiaden diluciones del anticuerpo (por
ejemplo, diluciones de plasma de ratones inmunizados con CD73) a cada pocillo y se incuban durante 1-2 horas a
37 °C. Las placas se lavan con PBS/Tween y, a continuacion, se incuban con reactivo secundario (por ejemplo, para
anticuerpos humanos, un reactivo policlonal especifico a Fc anti-lgG humana de cabra) conjugado con peroxidasa
de rabano picante (HRP) durante 1 hora a 37 °C. Después de laver, las placas se cultivaron con sustrato ABTS
(Moss Inc, product: ABTS-1000) y se analizaron mediante un espectrofotometro a DO 415-495. A continuacion,
ademas se investigan sueros de ratones inmunizados mediante citometria de flujo para la unién a una linea celular
human que expresa CD73 humana, pero no a una linea celular control que no expresa CD73. En resumen, la unién
de anticuerpos anti-CD73 se valora mediante células CHO que expresan CD73 con el anticuerpo anti-CD73 a
dilucion 1:20. Las células se lavan y se detecta la unién con anticuerpo anti IgG humana marcado con PE. Los
analisis de citometria de flujo se realizan usando citometria de flujp FACScan (Becton Dickinson, San José, CA).
Preferentemente, los ratones que desarrollan las mayores titulaciones se usaran para las fusiones.

Se puede usar un ensayo ELISA como se ha descrito anteriormente para cribado de los anticuerpos y, por tanto, los
hibridomas que producen anticuerpos que muestran reactividad positiva con el inmunogen de CD73. los hibridomas
que producen anticuerpos que se unen, preferentemente con alta afinidad, a CD73 pueden entonces subclonarse y
caracterizarse mas. Un clon de cada hibridoma, el cual conserva la reactividad de las células parentales (mediante
ELISA), entonces se pueden elegir para producir un banco celular, y para la purificacion de anticuerpo.

Para purificar anticuerpos anti-CD73, se pueden cultivar hibridomas seleccionados en dos matraces giratorios de dos
litros para la purificacion de anticuerpo monoclonal. Los sobrenadantes se pueden filtrar y concentrar antes de la
cromatografia por afinidad con proteina A-sefarosa (Pharmacia, Piscataway, NJ). El IgG eluido se puede controlar
mediante electroforesis en gel y cromatografia liquida de alta resolucion para asegurar la pureza. La solucion
tampon se puede intercambiar en PBS y la concentracion se puede determinar por DO2go usando 1,43 de coeficiente
de extincién. Los anticuerpos monoclonales se pueden poner en alicuotas a -80 °C.

Para determinar si los anticuerpos monoclonales anti-CD73 seleccionados se unen a epitopos Unicos, cada
anticuerpo se puede someter a biotinilacion usando reactivos comercialmente disponibles (Pierce, Rockford, IL). El
mADb biotinilado se puede detectar con una sonda marcada por estreptavidina. Los estudios de competicién que usan
anticuerpos monoclonales no marcados y anticuerpos monoclonales biotinilados se pueden realizar usando placas
de ELISA recubiertas con CD73 como se ha descrito anteriormente.

Para determinar el isotipo de los anticuerpos purificados, se pueden realizar ELISA de isotipo usando reactivos
especificos para los anticuerpos de un isotipo particular. Por ejemplo, para determinar el isotipo de un anticuerpo
monoclonal humano, se pueden recubrir pocillos de placas de microtitulacién con 1 uyg/ml de anti-inmunoglobulina
humana durante una noche a 4 °C. Después de bloquear con BSA al 1 %, las placas se hacen reaccionar con
1 yg/ml o menos de anticuerpos monoclonales de ensayo o controles de isotipo purificado, a temperatura ambiente
durante una o dos horas. A continuacion, los pocillos se hacen reaccionar con sondas conjugadas a fosfatasa
alcalina especificas a IgG1 humana o IgM humana. Las placas se desarrollan y se analizan como se ha descrito
anteriormente.
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Para ensayar la union de los anticuerpos monoclonales a células vivas que expresan CD73, se puede usar
citometria de flujo, como se describe en los Ejemplos. En resumen, las lineas celulares que expresan CD73 unida a
membrana (cultivo bajo condiciones de crecimiento convencionales) se mezclan con diversas concentraciones de
anticuerpos monoclonales en PBS que contenia BSA al 0,1 % a 4 °C durante 1 hora. Después del lavado, las células
se hacen reaccionar con anticuerpo anti-lgG marcado con Fluoresceina bajo las mismas condiciones que la tincion
de anticuerpo primaria. Las muestras se pueden analizar por instrumento FACScan usando propiedades de
dispersion de luz y lateral a puerto sobre célula Unicas y se determina la uniéon de los anticuerpos marcados. Se
puede usar un ensayo alternativo que usa microscopia de fluorescencia (ademas o en lugar de) el ensayo de
citometria de flujo. Las células se pueden tefiir exactamente como se ha descrito anteriormente y examinar mediante
microscopia de fluorescencia. EI método permite la visualizacion de las células individuales, pero puede tener
sensibilidad disminuida dependiendo de la densidad del antigeno.

Los anticuerpos anti-CD73 ademas se pueden ensayar para la reactividad con el antigeno CD73 mediante
transferencia Western. En resumen, los extractos de la células que expresa CD73 se pueden preparar y someter a
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio. Tras la electroforesis, los antigenos separados se
transferiran a membranas de nitrocelulosa, bloqueadas con suero de raton al 20 %, y sondadas con los anticuerpos
monoclonales a ensayar. La unién a IgG se puede detectar usando la fosfatasa alcalina anti-lgG y desarrollar con
tabletas de sustrato BCIP/NBT. Co., St. Louis, MO).

Los métodos para analizar la afinidad de unién, la reactividad cruzada, y las cinéticas de union de diversos
anticuerpos anti-CD73 incluyen ensayos convencionales conocidos en la técnica, por ejemplo, analisis por
resonancia de plasmon superficial BIACORE® (SPR) usando un instrumento de SPR BIACORE® 2000 (Biacore AB,
Upsala, Suecia).

XIV. Inmunoconjugados y derivados de anticuerpo

Los anticuerpos descritos en el presente documento se pueden usar para fines diagndsticos, incluyendo el ensayo
de muestras y la realizacion de imagenes in vivo, y con estos fines el anticuerpo (o el fragmento de unién del mismo)
se puede conjugar a un agente detectable apropiado, para formar un inmunoconjugado. Para fines diagnésticos, los
agentes apropiados son marcadores detectables que incluyen radioisétopos, para la imagen completa, y
radiois6topos, enzimas, marcadores fluorescentes y otras etiquetas de anticuerpo adecuadas para el ensayo de
muestra.

Los marcadores detectables pueden ser de los diversos tipos usados actualmente en el campo del diagnostico in
vitro, incluyendo marcadores particulados que incluyen metal tal como oro coloidal, is6topos tales como 1125 o Tc®®
presentados por ejemplo con un agente quelante peptidico del tipo N2Sz, N3S o N4, cromdforos incluyendo
marcadores fluorescentes, biotina, marcadores luminiscentes, marcadores fosforescentes y similares, asi como
marcadores enzimaticos que convierten un sustrato dado en un marcador detectable, y etiquetas de polinucleétidos
que se revelan después de la amplificacion tal como por reaccidon en cadena de la polimerasa. Entonces, un
anticuerpo biotinilado sera detectable por unién a avidina o estreptavidina. Marcadores enzimaticos adecuados
incluyen peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina y similares. Por ejemplo, el marcador puede ser la enzima
fosfatasa alcalina, detectada midiendo la presencia o la formacién de quimioluminiscencia después de la conversién
de sustratos de 1,2 dioxetano tal como adamantil methoxi fosforiloxi fenil dioxetano (AMPPD), 3-(4-(metoxispiro{1,2-
dioxetano-3,2'-(5'-cloro)triciclo{3.3.1.1 3,7}decan}-4-il) fenil fosfato de disodio (CSPD), asi como CDP y CDP-star® u
otros sustratos luminiscentes bien conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, los quelatos de lantanidas
adecuadas tales como Terbio(lll) y Europio(lll). El significado de la deteccion se determina por el marcador elegido.
La apariencia del marcador o sus productos de reaccion se pueden conseguir a simple vista, en el caso en el que el
marcador es particulado y se acumula a niveles apropiados, o usando instrumentos tales como un
espectrofotometro, un lumindmetro, un fluorimetro, y similares, todo de acuerdo con la practica convencional.

Preferentemente, los métodos de conjugacion dan como resultado enlaces que son sustancialmente (o casi) no
inmunogénicos, por ejemplo, enlaces péptidos (es decir, amida), de sulfuro, (estéricamente impedido), disulfuros,
hidrazona, y éter. Estos enlaces son casi no inmunogénicos y muestran estabilidad razonable dentro del suero
(véase, Senter, P.D., Curr. Opin. Chem. Biol. 13 (2009) 235-244; documento WO 2009/059278; WO 95/17886).

Dependiendo de la naturaleza bioquimica del resto y el anticuerpo, se pueden emplear diferentes estrategias de
conjugacion. En el caso en el que el resto es polipéptido de origen natural o recombinante de entre 50 a 500
aminoacidos, existen procedimientos convencionales en los libros de texto que describen la quimica para la sintesis
de los conjugados proteicos, los cuales pueden ser facilmente seguidos por los expertos (véase, por ejemplo,
Hackenberger, C. P. R., and Schwarzer, D., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 47 (2008) 10030-10074). En una
realizacion se usa la reaccion de un resto maleinimido con un resto de cisteina dentro del anticuerpo o el resto. Esto
es una quimica de acoplamiento especialmente adecuada en el caso de que se use, por ejemplo, un fragmento Fab
o Fab' de un anticuerpo. Alternativamente en una realizacion se realiza el acoplamiento al extremo C-terminal del
anticuerpo o el resto. La modificaciéon C-terminal de una proteina, por ejemplo, de un fragmentos Fab se puede
realizar tal como se describe (Sunbul, M. and Yin, J., Org. Biomol. Chem. 7 (2009) 3361-3371).
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En general la reaccion especifica a sitio y el acoplamiento covalente se basa en la transformacion de un aminoacido
natural en un aminoacido con una reactividad que es ortogonal a la reactividad de los otros grupos funcionales
presentes. Por ejemplo, una cisteina especifica dentro de un contexto de secuencia raro se puede convertir
enzimaticamente en un aldehido (véase Frese, M. A., and Dierks, T., ChemBioChem. 10 (2009) 425-427). También
es posible obtener una modificacion de aminoacidos deseada utilizando la reactividad enzimatica especifica de
determinadas enzimas con un aminoacido natural en un contexto de secuencia dado (véase, por ejemplo, Taki, M. et
al., Prot. Eng. Des. Sel. 17 (2004) 119-126; Gautier, A. et al. Chem. Biol. 15 (2008) 128-136. La formacion catalizada
por proteasa de enlaces C-N se describe en Bordusa, F., Highlights in Bioorganic Chemistry (2004) 389-403.

La reaccion especifica a sitio y el acoplamiento covalente también se puede conseguir mediante la reaccion selectiva
de los aminoacidos terminales con reactivos modificantes apropiados. La reactividad de una cisteina N-terminal con
benzonitrilos (véase, Ren, H. et al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 48 (2009) 9658-9662) se puede usar para conseguir
un acoplamiento covalente especifico a sitio. El ligamiento quimico nativo también puede depender de los restos de
cisteina C-terminal ((Taylor, E. Vogel; Imperiali, B, Nucleic Acids and Molecular Biology (2009), 22 (Protein
Engineering), 65-96). El documento EP 1 074 563 describe un método de conjugacién que se basa en la reaccion
mas rapida de una cisteina dentro de un tramo de aminoacidos negativamente cargados que una cisteina localizada
en un tramo de aminoacidos positivamente cargados.

El resto también puede ser un péptido sintético o un mimético peptidico. En el caso de que un polipéptido se
sintetice quimicamente, se pueden incorporar aminoacidos con reactividad quimica ortogonal durante tal sintesis
(véase, de Graaf, A. J. et al., Bioconjug. Chem. 20 (2009) 1281-1295). Puesto que se puede introducir una gran
diversidad de grupos funcionales ortogonales en un péptido sintético, la conjugacion de tal péptido a un enlazador es
quimica convencional.

Para obtener un polipéptido monomarcado el conjugado con estequiometria 1:1 se puede separar mediante
cromatografia de otra conjugacion de productos secundarios. Este procedimiento se puede facilitar usando un
miembro del par de unién marcado por colorante y un enlazador cargado. Usando este tipo de miembro del par de
union marcado y altamente negativamente cargado, los polipéptidos mono conjugados se separan faciimente de
polipéptidos no marcados y polipéptidos que portan mas de un enlazador, puesto que la diferencia en carga y el
peso molecular se pueden usar por separacion. El colorante fluorescente puede ser Util para purificar el complejo de
componentes no unidos, como un enlazador monovalente marcado.

En una realizacion el reto unido a un anticuerpo anti-CD73 se selecciona del grupo que cosiste en un resto de unién,
un resto de marcacion, y un resto biolégicamente activo.

Los anticuerpos descritos en el presente documento también se pueden conjugar a un agente terapéutico para
formar un inmunoconjugado tal como un conjugado anticuerpo-farmaco (ADC). Agentes terapéuticos adecuados
incluyen antimetabolitos, agentes alquilantes, aglutinantes de la ranura menor del ADN, intercaladores de ADN,
reticulantes de ADN, inhibidores de la histona desacetilasa, inhibidores de exportacién nuclear, inhibidores de
proteosoma, inhibidores de topoisomerasa | o Il, inhibidores de la proteina de choque térmico, inhibidores de tirosina
quinasa, antibiéticos, y agentes anti-mitéticos. En ADC, el anticuerpo y el agente terapéutico preferentemente se
conjugan por un enlazador escindible tal como un enlazador de peptidilo, disulfuro o hidrazona. Mas
preferentemente, el enlazador es un enlazador de peptidilo tal como Val-Cit, Ala-Val, Val-Ala-Val, Lys-Lys, Pro-Val-
Gly-Val-Val (SEQ ID NO: 219), Ala-Asn-Val, Val-Leu-Lys, Ala-Ala-Asn, Cit-Cit, Val-Lys, Lys, Cit, Ser, o Glu. Los ADC
se pueden preparar como se describe en el documento de patente de Estados n.° 7.087.600; 6.989.452; y
7.129.261; Los documentos de publicacion PCT WO 02/096910; WO 07/038658; WO 07/051081; WO 07/059404;
WO 08/083312; y WO 08/103693; Los documentos de publicacion de patente de Estados Unidos 20060024317;
20060004081; y 20060247295.

Otros usos para los anticuerpos anti-CD73, por ejemplo, como monoterapia, se proporcionan en otra parte en el
presente documento, por ejemplo, en la seccién que pertenece a los tratamientos de combinacion.

Mas especificamente, en un ADC, el anticuerpo se conjuga a un farmaco, funcionando el anticuerpo como un agente
dirigido para dirigir el ADC a una célula diana que expresa su antigeno, tal como una célula cancerosa.
Preferentemente, el antigeno es un antigeno asociado a tumor, es decir, uno que Unicamente se expresa o
sobreexpresa por la célula cancerosa. Una vez alli, el farmaco se libera, o bien dentro de la célula diana o en su
vecindad, para actuar como un agente terapéutico. Para la revision sobre el mecanismo de accioén y el uso de ADC
en terapia para el cancer, véase Schrama et al., Nature Rev. Drug Disc. 2006, 5, 147.

Para el tratamiento del cancer, el farmaco preferentemente es un farmaco citotdxico que causa muerte de la célula
cancerosa dirigida. Los farmacos citotoxicos que se pueden usar en ADC incluyen los siguientes tipos de
compuestos y sus analogos y derivados:

(a) enediinas tales como caliqueamicina (véase, por ejemplo, Lee et al., J. Am. Chem. Soc. 1987, 109, 3464 y

3466) y uncialmacina (véase, por ejemplo, Davies et al, WO 2007/038868 A2 (2007) y Chowdari et al., US
8.709.431 B2 (2012));
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(b) tubulisinas (véase, por ejemplo, Domling et al., US 7.778.814 B2 (2010); Cheng et al., US 8.394.922 B2
(2013); y Cong et al., US 2014/0227295 A1;

(c) CC-1065 y duocarmicina (véase, por ejemplo, Boger, US 6.5458.530 B1 (2003); Sufi et al., US 8.461.117 B2
(2013); y Zhang et al., US 2012/0301490 A1 (2012));

(d) epotilonas (véase, por ejemplo, Vite et al., US 2007/0275904 A1 (2007) y US RE42930 E (2011));

(e) auristatinas (véase, por ejemplo, Senter et al., US 6.844.869 B2 (2005) y Doronina et al., US 7.498.298 B2
(2009));

(f) dimeros de pirrolobezodiazepina (PBD) (véase, por ejemplo, Howard et al., US 2013/0059800 A1(2013); US
2013/0028919 A1 (2013); y WO 2013/041606 A1 (2013)); y

(g) maitansinoides tales como DM1 y DM4 (véase, por ejemplo, Chari et al., US 5.208.020 (1993) y Amphlett et
al., US 7.374.762 B2 (2008)).

XV. Moléculas especificas

Los anticuerpos descritos en el presente documento se puede usar para formar moléculas biespecificas. Un
anticuerpo anti-CD73, o porciones de unién a antigeno del mismo, se puede derivatizar o unir a otra molécula
funcional, por ejemplo, otro péptido o proteina (por ejemplo, otro anticuerpo o ligando para un receptor) para generar
una molécula biespecifica que se une a al menos dos sitios de unién diferentes o moléculas diana. El anticuerpo
descrito en el presente documento de hecho se deriva o esta unido a mas de una otra molécula funcional para
generar moléculas multiespecificas que se unen a mas de dos sitios de union diferentes y/o moléculas diana; tales
moléculas multiespecificas también se pretende que se abarquen por la expresion "molécula biespecifica" como se
usa en el presente documento. Para crear una molécula biespecifica descrita en el presente documento, un
anticuerpo descrito en el presente documento puede estar funcionalmente unido (por ejemplo, por acoplamiento
quimico, fusién genética, asociacion no covalente o de otra manera) a una o mas moléculas de unién diferentes, tal
como otro anticuerpo, fragmentos de anticuerpo, péptido o mimético de unién, de manera que resulta una molécula
biespecifica.

Por consiguiente, en el presente documento se proporcionan moléculas biespecificas que comprenden al menos una
primera especificidad de unién para CD73 y una segunda especificidad de unién para un segundo epitopo diana. En
una realizacién descrita en el presente documento en la que la molécula biespecifica es multiespecifica, la molécula
ademas puede incluir una tercera especificidad de unién.

En una realizacion, las moléculas biespecificas descritas en el presente documento comprenden como una
especificidad de unién al menos un anticuerpo, o un fragmento anticuerpo del mismo, incluyendo, por ejemplo, un
Fab, Fab', F(ab'),, Fv, o un Fv de cadena sencilla. El anticuerpo también puede ser un dimero de cadena ligera y
cadena pesada, o cualquier fragmento minimo del mismo tal como un Fv o una construccion de cadena sencilla
como se describe en Ladner et al, documento de patente de Estados Unidos N.° 4.946.778.

La unién de las moléculas biespecificas a sus dianas especificas se pueden confirmar usando métodos reconocidos
por la técnica, tales como ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), radioinmunoensayo (RIA), analisis
FACS, bioensayo (por ejemplo, inhibicién del crecimiento), o ensayo de transferencia Western. Cada uno de estos
ensayos generalmente detectan la presencia de complejos proteina-anticuerpo de particular interés empleando un
reactivo marcado (por ejemplo, anticuerpo) especifico para el complejo de interés.

XVI. Composiciones

Ademas se proporcionan composiciones, por ejemplo, una composicion farmacéutica, que contienen uno o una
combinacion de anticuerpos anti-CD73, o porcién(es) de unién a antigeno de los mismos, como se describe en el
presente documento, formulados junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Tales composiciones pueden
incluir uno o una combinacion de (por ejemplo, dos o mas diferentes) anticuerpos o inmunoconjugados o moléculas
biespecificas descritas en el presente documento. Por ejemplo, una composicién farmacéutica descrita en el
presente documento puede comprender una combinacion de anticuerpos (inmunoconjugados o biespecificos) que se
unen a diferentes epitopos en el antigeno diana o que tienen actividades complementarias. Las composiciones de la
invencion comprenden el anticuerpo de la invencién y un vehiculo aceptable.

En determinadas realizaciones, una composicién comprende un anticuerpo anti-CD73 a una concentraciéon de al
menos 1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml, 150 mg/ml, 200 mg/ml, 1-300 mg/ml, o 100-300 mg/ml.

Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento también pueden administrarse en terapia de

combinacion, es decir, combinadas con otros agentes. Por ejemplo, la terapia de combinacion puede incluir un
anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente documento combinado con al menos otro agente anti-cancer y/o
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estimulante de linfocito T (por ejemplo, activador). Ejemplos de agentes terapéuticos que se pueden usar en la
terapia de combinacion se describen en mayor detalle a continuacion en la seccidon sobre usos de los anticuerpos
descritos en el presente documento.

En algunas realizaciones, las composiciones terapéuticas descritas en el presente documento pueden incluir otros
compuestos, farmacos, y/o agentes usados para el tratamiento de cancer. Se pueden incluir tales compuestos,
farmacos, y/o agentes, por ejemplo, farmacos quimioterapéuticos, farmacos de molécula pequefia o anticuerpos que
estimulan la respuesta inmune a un cancer dado. En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir,
por ejemplo, uno o mas de los agentes enumerados en la seccion o terapias de combinacion.

Como se usa en el presente documento, "vehiculo farmacéuticamente aceptable" incluye cualquiera y todos los
disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos y
agentes retardantes de la absorcion, y similares, que sean fisioldgicamente compatibles. Preferentemente, el
vehiculo es adecuado para intravenosa, intramuscular, subcutanea, parenteral, espinal o epidérmica (por ejemplo,
mediante inyeccion o infusion). Dependiendo de la via de administracion, el compuesto activo, es decir, anticuerpo,
inmunoconjugado o molécula biespecifica, se puede recubrir con un material para proteger el compuesto de la
accion de los acidos y de otras condiciones naturales que pueden inactivar el compuesto.

Los compuestos farmacéuticos descritos en el presente documento pueden incluir una o mas sales
farmacéuticamente aceptables. Una "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a una sal que conserva la
actividad biologica deseada del compuesto parental y que no produce ningin efecto toxicoldgico indeseado (véase,
por ejemplo, Berge, S.M., et al. (1977) J. Pharm. Sci. 66:1-19). Los ejemplos de dichas sales incluyen sales de
adicion de acido y sales de adicion de bases. Las sales de adiciéon de acidos incluyen las derivadas de acidos
inorganicos no téxicos, tales como acido clorhidrico, nitrico, fosférico, sulfurico, bromhidrico, hydroyddico, fosforoso y
similares, asi como de acidos organicos no téxicos, tales como acidos alifaticos monocarboxilicos y dicarboxilicos,
acidos alcandicos sustituidos con fenilo, acidos hidroxialcanoicos, acidos aromaticos, acidos sulfénicos alifaticos y
aromaticos, y similares. Las sales de adicion de bases incluyen aquellas derivadas de metales alcalinotérreos, tales
como sodio, potasio, magnesio, calcio y similares, asi como de aminas organicas no toxicas, tales como N,N'-
dibenciletilendiamina, N-metilglucamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilendiamina, procaina y similares.

Una composicion farmacéutica descrita en el presente documento también puede incluir un antioxidante
farmacéuticamente aceptable. Ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente aceptables incluyen: (1) antioxidantes
solubles en agua, tales como acido ascorbico, clorhidrato de cisteina, bisulfato de sodio, metabisulfito de sodio,
sulfito de sodio y similares; (2) antioxidantes solubles en aceite, tales como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol
butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), lecitina, galato de propilo, alfa-tocoferol y similares; y (3) agentes
quelantes de metal, tales como acido citrico, acido etilendiaminotetraacético (EDTA), sorbitol, acido tartarico, acido
fosforico y similares.

Ejemplos de vehiculos acuosos y no acuosos adecuados que pueden emplearse en las composiciones
farmacéuticas descritas en el presente documento incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol,
polietilenglicol y similares) y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales, tales como aceite de oliva y
ésteres organicos inyectables, tales como oleato de etilo. La fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo,
mediante el uso de materiales de recubrimiento, tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de
particula necesario en caso de dispersiones, y mediante el uso de tensioactivos.

Estas composiciones también pueden contener adyuvantes tales como agentes conservantes, agentes humectantes,
agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencion de la presencia de microorganismos puede
garantizarse mediante procedimientos de esterilizacion, supra, y mediante la inclusién de varios agentes
antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, fenol de acido sorbico y similares. También
puede ser deseable incluir agentes isotonicos, tales como azucares, cloruro sédico y similares en las composiciones.
Ademas, la absorcion prolongada de la forma farmacéutica inyectable se puede llevar a cabo mediante la inclusion
de agentes que retrasen la absorcion, tales como monoestearato de aluminio y gelatina.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones acuosas estériles o dispersiones y polvos estériles
para la preparacion extemporanea de soluciones estériles inyectables o dispersiones. El uso de dichos medios y
agentes para sustancias farmacéuticamente activas es conocido en la técnica. Excepto en el caso de que cualquier
agente o medio convencional sea incompatible con el compuesto activo, se contempla su uso en las composiciones
farmacéuticas descritas en el presente documento. También pueden incorporarse compuestos activos
complementarios en las composiciones.

Normalmente, las composiciones terapéuticas deben ser estériles y estables en las condiciones de fabricacion y
almacenamiento. La composicién puede formularse como una solucién, microemulsién, liposoma u otra estructura
ordenada adecuada para la alta concentraciéon de farmaco. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de
dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol
liquido, y similares) y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo,
mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafo de particula necesario

62



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2807 182 T3

en el caso de una dispersion y mediante el uso de tensioactivos. En muchos casos, sera preferible incluir agentes
isotonicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol o cloruro sédico en la composicion. La
absorcioén prolongada de las composiciones inyectables se puede lograr incluyendo en la composicién un agente que
retrase la absorcion, por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el compuesto activo en la cantidad necesaria
en un disolvente adecuado con uno o una combinacion de los ingredientes enumerados anteriormente, segun sea
necesario, seguido de esterilizacion por microfiltracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el
compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes
requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, los métodos de preparacion preferidos son el secado al vacio y el secado en frio (liofilizacion)
que producen un polvo del principio activo mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir una solucion del
mismo previamente esterilizada por filtracion.

La cantidad de principio activo que se puede combinar con un material vehiculo para producir una sola forma de
dosificacion variara dependiendo del sujeto a tratar, y el modo particular de administracion. La cantidad de principio
activo que se puede combinar con un material portador para producir una sola forma farmacéutica, en general, sera
la cantidad de la composiciéon que produzca un efecto terapéutico. Generalmente, de un cien por ciento, esta
cantidad oscilara desde aproximadamente el 0,01 por ciento a aproximadamente el noventa por ciento del principio
activo, preferentemente desde aproximadamente el 0,1 por ciento a aproximadamente el 70 por ciento, mas
preferentemente desde aproximadamente 1 por ciento a aproximadamente 30 por ciento de principio activo junto con
un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Los regimenes de dosificacion se ajustan para proporcionar la respuesta Optima deseada (por ejemplo, una
respuesta terapéutica). Por ejemplo, se puede administrar un Unico bolo, se pueden administrar varias dosis
divididas a lo largo del tiempo o se puede reducir o aumentar proporcionalmente la dosis segun se indique por las
exigencias de la situacion terapéutica. Es especialmente ventajoso formular las composiciones parenterales en
forma de dosis unitaria para facilitar la administracion y la uniformidad de la dosis. La forma de dosificacion unitaria
usada en el presente documento se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones
unitarias para los sujetos a tratar; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada
para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido. La memoria
descriptiva para las formas de unidad de dosificacion descritas en el presente documento esta dictada por y
dependiente directamente de (a) las caracteristicas Unicas del compuesto activo y el efecto terapéutico particular que
se va a lograr, y (b) las limitaciones inherentes en la técnica de la composicion de tal compuesto activo para el
tratamiento de sensibilidad en individuos.

Para la administracion del anticuerpo, la dosificacion oscila desde aproximadamente 0,0001 a 100 mg/kg, y mas
normalmente 0,01 a 5 mg/kg, del peso corporal del huésped. Por ejemplo las dosificaciones pueden ser 0,3 mg/kg
de peso corporal, 1 mg/kg de peso corporal, 3 mg/kg de peso corporal, 5 mg/kg de peso corporal o 10 mg/kg de
peso corporal o en el intervalo de 1-10 mg/kg. Un régimen de tratamiento ilustrativo implica la administracion una vez
al dia, una vez cada dos semanas, una vez cada tres semanas, una vez cada cuatro semanas, una vez al mes, una
vez cada 3 meses 0 una vez cada tres a 6 meses.

En algunos métodos, dos o mas anticuerpos monoclonales con diferentes especificidades de unidon se administran
simultaneamente, en ese caso, la dosis de cada anticuerpo administrado cae dentro de los rangos indicados. El
anticuerpo normalmente se administra en ocasiones muiltiples. Los intervalos entre dosis individuales pueden ser,
por ejemplo, semanalmente, mensualmente, cada tres meses o anualmente. Los intervalos también pueden ser
irregulares como se indica midiendo los niveles sanguineos de anticuerpo para el antigeno diana en el paciente. En
algunos métodos, la dosis se ajusta para conseguir una concentracion de anticuerpo en plasma de
aproximadamente 1-1.000 pg/ml y en algunos métodos aproximadamente 25--300 pg/ml.

Un anticuerpo se puede administrar como una formulacion de liberacién sostenida, en cuyo caso se requiere una
administracion menos frecuente. La dosificacion y la frecuencia pueden variar dependiendo de la semivida del
anticuerpo en el paciente. En general, los anticuerpos humanos muestran la mayor semivida, seguido de anticuerpos
humanizados, anticuerpos quiméricos, y anticuerpos no humanos. La dosificacion y la frecuencia de administracion
pueden variar dependiendo de si el tratamiento es profilactico o terapéutico. En aplicaciones profilacticas, se
administra una dosificacion relativamente baja a intervalos relativamente infrecuentes durante un periodo de tiempo
largo. Algunos pacientes contintian recibiendo tratamiento el resto de sus vidas. En aplicaciones terapéuticas, a
veces se requiere una dosis relativamente alta a intervalos relativamente cortos hasta que la progresiéon de la
enfermedad se reduzca o termine, y hasta que el paciente muestre una mejoria parcial o completa de los sintomas
de la enfermedad. Después de eso, al paciente se le puede administrar un régimen profilactico.

Los niveles reales de dosificacion de los principios activos en las composiciones farmacéuticas descritas en el
presente documento se pueden variar para obtener una cantidad del principio activo que sea eficaz para conseguir la
respuesta terapéutica deseada para un paciente, composicion y modo de administracion particular, sin que sean
téxicos para el paciente. El nivel de dosificacion seleccionado dependera de varios factores farmacocinéticos que
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incluyen la actividad de las composiciones particulares descritas en el presente documento empleadas, o el éster, la
sal o la amida del mismo, la via de administracion, el tiempo de administracion, la tasa de excrecién del compuesto
particular que se esta empleando, la duracién del tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o materiales utilizados
junto con las composiciones particulares empleadas, la edad, el sexo, el peso, la afeccion, estado de salud general e
historial médico previo del paciente a tratar, y factores similares bien conocidos en las técnicas médicas.

Una "dosificacion terapéuticamente eficaz" de un anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente documento
preferiblemente da como resultado gravedad de sintomas de la enfermedad, un aumento en la frecuencia y duracién
de los periodos libres de sintomas de la enfermedad, o una prevencion del empeoramiento o discapacidad debido a
la enfermedad. En el contexto del cancer, una dosis terapéuticamente eficaz preferiblemente previene ademas el
deterioro de los sintomas fisicos asociados con el cancer. Sintomas del cancer son bien conocidos en la técnica e
incluyen, por ejemplo, caracteristicas molares inusuales, un cambio en la apariencia de un mol, incluyendo asimetria,
borde, color y/o diametro, un area de piel recientemente pigmentada, un mol anormal, area oscurecida bajo la ufia,
bultos en mama, cambios de pezdn, quiste en mama, dolor de mama, muerte, pérdida de peso, debilidad, fatiga
excesiva, dificultad en la alimentacion, pérdida de apetito, tos crénica, empeoramiento de la falta de aire, tos con
sangre, sangre en orina, sangre en heces, nauseas, vomitos, metastasis de higado, metastasis de pulmon,
metastasis de hueso, plenitud abdominal, meteorismo, fluido en cavidad peritoneal, sangrado vaginal, estrefiimiento,
distension abdominal, perforacion de colon, peritonitis aguda (infeccion, fiebre, dolor), dolor, vomitos de sangre,
fuerte sudoracion, fiebre, tensién arterial alta, anemia, diarrea, ictericia, mareos, escalofrios, espasmos musculares,
metastasis de colon, metastasis de pulmoén, metastasis de vejiga, metastasis de higado, metastasis de hueso,
metastasis de rifidn, y metastasis pancreatica, dificultad al tragar, y similares.

Una dosis terapéuticamente eficaz puede evitar o retrasar la aparicién del cancer, tal como se puede desear cuando
los signos tempranos y preliminares de la enfermedad estan presentes. Los ensayos en laboratorio utilizados en el
diagndstico del cancer incluyen compuestos quimicos (incluyendo la medicion de los niveles de CD73), hematologia,
serologia y radiologia. Por consiguiente, se puede usar un ensayo clinico y bioquimico que hace un seguimiento de
lo anterior para determinar si un tratamiento particular es una dosis terapéuticamente eficaz para el tratamiento del
cancer. Un experto en la técnica seria capaz de determinar tales cantidades en funcion de factores tales como el
tamafio del sujeto, la gravedad de los sintomas del sujeto, y la composicion particular de la via de administracion
seleccionada.

Una composiciéon descrita en el presente documento se puede administrar a través de una o mas vias de
administracion utilizando uno o mas de diversos métodos conocidos en la técnica. Como apreciaran lo expertos en la
técnica, la via y/o el modo de administracion variara dependiendo de los resultados deseados. Vias de
administracion preferidas para los anticuerpos descritos en el presente documento incluyen la administracion
intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, subcutanea, espinal u otras vias parenterales de
administracion, por ejemplo, mediante inyeccién o infusion. La expresion "administracion parenteral" como se usa en
el presente documento significa modos de administracion distintos de la administracion enteral y topica,
normalmente mediante inyeccién e incluyen, sin limitacion, inyeccion intravenosa, intramuscular, intraarterial,
intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea,
subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, epidural e intraesternal e infusion.

Como alternativa, un anticuerpo descrito en el presente documento se puede administrar por una via no parenteral,
tal como una via de administracion tépica, epidérmica o mucosa, por ejemplo, intranasal, por via oral, por via
vaginal, rectal, sublingualmente o tépicamente.

Los compuestos activos se pueden preparar con vehiculos que protegeran el compuesto contra la liberacién rapida,
tal como una formulacién de liberacion controlada, incluyendo implantes, parches transdérmicos y sistemas de
suministro microencapsulados. Biodegradable, se pueden usar polimeros biocompatibles, tales como acetato de
etilenvinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres y acido polilactico. Muchos métodos para la
preparacion de dichas formulaciones estan patentados o se conocen generalmente por los expertos en la materia.
Véase, por ejemplo, "Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems”, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker,
Inc., Nueva York, 1978.

Las composiciones terapéuticas se pueden administrar con dispositivos médicos conocidos en la técnica. Por
ejemplo, en una realizacion preferida, se puede administrar una composicion terapéutica descrita en el presente
documento con un dispositivo de inyeccién hipodérmica sin agujas, tal como los dispositivos desvelados en los
documentos de Patentes de Estados Unidos N.° 5.399.163; 5.383.851; 5.312.335; 5.064.413; 4.941.880; 4.790.824;
0 4.596.556. Ejemplos de implantes bien conocidos y mddulos para su uso con anticuerpos anti-CD73 descritos en
el presente documento incluyen: documento de patente de Estados Unidos n.° 4.487.603, que desvela una bomba
de microinfusién implantable para dispensar medicamento a una tasa controlada; documento de patente de Estados
Unidos n.° 4.486.194, que desvela un dispositivo terapéutico para administrar medicamentos a través de la piel;
documento de patente de Estados Unidos n.° 4.447.233, que desvela una bomba de infusién de medicamento para
suministrar medicamento a una tasa de infusién precisa; documento de patente de Estados Unidos n.° 4.447.224,
que desvela un aparato de infusion implantable de flujo variable para la administracion continua de farmaco;
documento de patente de Estados Unidos n.° 4.439.196, que desvela un sistema de administracion osmética de
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farmaco que tiene compartimentos multicamara; y el documento de patente de Estados Unidos n.° 4.475.196, que
desvela un sistema de administracién osmética de farmaco. Muchos otros de estos implantes, sistemas de
administracion y médulos son conocidos por los expertos en la materia.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento se pueden formular
para asegurar la distribucion apropiada in vivo. Por ejemplo, la barrera hematoencefalica (BHM) excluye muchos
compuestos altamente hidrofilicos. Para asegurar que los compuestos terapéuticos descritos en el presente
documento crucen la BBB (si se desea), se pueden formular, por ejemplo, en liposomas. Para los métodos de
fabricacion de liposomas, véase, por ejemplo, los documento de Patentes de Estados Unidos 4.522.811; 5.374.548;
y 5.399.331. Los liposomas pueden comprender uno o mas grupos que se transportan de manera selectiva en
células u érganos especificos, mejorando de este modo la administracion dirigida de farmaco (véase, por ejemplo,
V.V. Ranade (1989) J. Clin. Pharmacol. 29:685). Los restos dirigidos ilustrativos incluyen folato o biotina (véase, por
ejemplo, el documento de Patente de Estados Unidos 5.416.016 para Low et al.); mandsidos (Umezawa et al.,
(1988) Biochem. Biophys. Res. Commun. 153:1038); anticuerpos (P.G. Bloeman et al. (1995) FEBS Lett. 357:140;
M. Owais et al. (1995) Antimicrob. Agents Chemother. 39:180); receptor de proteina A del tensioactivo (Briscoe et al.
(1995) Am. J. Physiol. 1233:134); p120 (Schreier et al. (1994) J. Biol. Chem. 269:9090); véase también K. Keinanen;
M.L. Laukkanen (1994) FEBS Lett. 346:123; J.J. Killion; I.J. Fidler (1994) Immunomethods 4:273.

XVII. Usos y métodos

Los anticuerpos, las composiciones de anticuerpo y los métodos descritos en el presente documento tienen
numerosas aplicaciones in vitro e in vivo, por ejemplo, inhibicidn del crecimiento tumoral, inhibicién de la metastasis
tumoral, aumento de la respuesta inmunitaria por, por ejemplo, reducciéon de la sefalizacion de adenosina, o
deteccion de CD73. En una realizaciéon preferida, los anticuerpos descritos en el presente documento son
anticuerpos humanos. Por ejemplo, los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento se pueden
administrar a células en cultivo, in vitfro o ex vivo, o a sujetos humanos, por ejemplo, in vivo, para inhibir la
proliferacion de células tumorales. Por consiguiente, en el presente documento se proporcionan métodos de
modificacion del crecimiento tumoral en un sujeto que comprende la administracion al sujeto de un anticuerpo, o
porcién de unién a antigeno del mismo, descritos en el presente documento de manera que se reduce el crecimiento
tumoral en el sujeto.

En una realizaciéon particular, los métodos son particularmente adecuados para el tratamiento del cancer in vivo.
Para conseguir la inhibicion especifica a antigeno del crecimiento tumoral, los anticuerpos anti-CD73 descritos en el
presente documento se pueden administrar juntos con un antigeno de interés o el antigeno puede estar ya presente
en el sujeto a tratar (por ejemplo, un sujeto portador de tumor). Cuando los anticuerpos para CD73 se administran
junto con otro agente, los dos se pueden administrar por separado o simultaneamente.

También se abarcan los métodos para detectar la presencia de antigeno CD73 humano en una muestra, o medir la
cantidad de antigeno CD73 humano, que comprenden poner en contacto la muestra y una muestra de control, con
un anticuerpo monoclonal humano, o una porcién de unién a antigeno del mismo, que se une especificamente a
CD73 humana, bajo condiciones que permiten la formacién de un complejo entre el anticuerpo o la porcion del
mismo y CD73 humana. Entonces, se detecta la formacion de un complejo, en el que una formacién de complejo
diferente entre la muestra en comparacion con la muestra control es indicativa de la presencia de antigeno CD73
humano en la muestra. Ademas, los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento se pueden usar para
purificar CD73 humana por purificacion por inmunoafinidad.

Ademas se abarcan métodos de estimulacion de respuesta inmunitaria (por ejemplo, una respuesta a linfocito T
especifica a antigeno) en un sujeto que comprende administrar un anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente
documento al sujeto de manera que se estimula una respuesta inmunitaria (por ejemplo, una respuesta de linfocito T
especifica a antigeno) en el sujeto. En una realizacion preferida, el sujeto es un sujeto portador de tumor y se
estimula una respuesta inmunitaria contra el tumor. Un tumor puede ser un tumor sélido o un tumor liquido, por
ejemplo, una malignidad hematoldgica. En determinadas realizaciones, un tumor es un tumor inmunogénico. En
determinadas realizaciones, un tumor es no inmunogénico.

Estos y otros métodos descritos en el presente documento se tratan en mas detalle mas adelante.
Cancer

La inhibicion de CD73 por anticuerpos anti-CD73 puede reducir el crecimiento tumoral y la metastasis en un
paciente. La inhibicién de CD73 por anticuerpos anti-CD73 puede también aumentar la respuesta inmune a células
cancerosas en el paciente. En el presente documento se proporcionan métodos de tratamiento de un sujeto que
tiene un cancer, comprendiendo la administraciéon al sujeto de un anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente
documento, de manera que el sujeto se trata, por ejemplo, de manera que el crecimiento de los tumores cancerosos
se inhiben o reducen y/o los tumores revierten. Un anticuerpo anti-CD73 se puede usar para inhibir el crecimiento de
tumores cancerosos. Como alternativa, un anticuerpo anti-CD73 se puede usar junto con otro agente, por ejemplo,
otros agentes inmunogénicos, tratamientos del cancer convencionales, u otros anticuerpos, como se describe a
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continuacion.

Por consiguiente, en el presente documento se proporcionan métodos de tratamiento del cancer, por ejemplo,
inhibiendo el crecimiento de las células tumorales, en un sujeto, comprendiendo la administracion al sujeto de una
cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente documento o porcién de unién
a antigeno del mismo. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD73 humano (tal como cualquiera de los
anticuerpos humanos anti-CD73 humana descritos en el presente documento). Ademas, o como alternativa, el
anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD73 humanizado, por ejemplo, un anticuerpo anti-CD73 quimérico o
humanizado que comprende un anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente documento, o una porciéon de unién a
antigeno del mismo.

Los canceres cuyo crecimiento puede inhibirse usando los anticuerpos de la invencion incluyen canceres sensibles a
la inmunoterapia. Ejemplos no limitantes de canceres para el tratamiento incluyen carcinoma de célula escamosa,
cancer de pulmén de célula pequefia, cancer de pulmoén de no célula pequefia, cancer de pulmén de célula no
pequefia escamosa (CPNM), no NSCLC, glioma, cancer gastrointestinal, cancer renal (por ejemplo, carcinoma de
células claras), cancer de ovario, cancer de higado, cancer colorrectal, cancer de endometrio, cancer de rifidén (por
ejemplo, carcinoma celular renal (RCC)), cancer de prostata (por ejemplo, adenocarcinoma de prostata refractario a
hormonas), cancer de tiroides, neuroblastoma, cancer de pancreas, glioblastoma (glioblastoma multiforme), cancer
de cuello uterino, cancer de estémago, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama, carcinoma de colon y cancer
de cabeza y cuello (o carcinoma), cancer gastrico, tumor de células germinales, sarcoma pediatrico, asesino natural
senonasal, melanoma (por ejemplo, melanoma maligno metastasico, tal como melanoma maligno cutaneo o
intraocular), cancer de huesos, cancer de piel, cancer de Utero, cancer de la region anal, cancer de testiculo,
carcinoma de las trompas de Falopio, carcinoma del endometrio, carcinoma del cuello uterino, carcinoma de la
vagina, carcinoma de la vulva, cancer del eso6fago, cancer del intestino delgado, cancer del sistema endocrino,
cancer de la glandula paratiroidea, cancer de la glandula suprarrenal, sarcoma de tejidos blandos, cancer de la
uretra, cancer del pene, tumores soélidos de la infancia, cancer del Gtero, carcinoma de la pelvis renal, neoplasias del
sistema nervioso central (SNC), linfoma primario del SNC, angiogénesis tumoral, tumor del eje espinal, glioma del
tronco encefalico, adenoma hipofisario, sarcoma de Kaposi, cancer epidermoide, cancer de células escamosas,
linfoma de linfocitos T, canceres inducidos por el medio ambiente incluyendo aquellos inducidos por amianto,
canceres relacionados con virus (por ejemplo, tumor relacionado con el virus del papiloma humano (HPV), y
malignididades derivadas de ambos de los dos linajes de célula sanguinea principales, es decir, linea celular
mieloide (la cual produce granulocitos, eritrocitos, trombocitos, macréfagos y mastocitos) o linea celular mieloide
(que produce linfocitos B, T, NK y células plasmaticas), tales como todos los tipos de leucemias, linfomas, y
mielomas, por ejemplo, leucemias agudas, cronicas, linfociticas y/o mielégena, tales como leucemia aguda (ALL),
leucemia mielégena aguda (LMA), leucemia linfocitica cronica (CLL), y leucemia mielégena crénica (CML), AML no
diferenciada (MO), leucemia mieloblastica (M1), leucemia mieloblastica (M2; con maduracién celular), leucemia
promielocitica (M3 o variante de M3 [M3V]), leucemia mielomonocitica (M4 o variante de M4 con eosinofilia [M4E]),
leucemia monocitica (M5), eritroleucemia (M6), leucemia megacarioblastica (M7), sarcoma granulocitico aislado y
cloroma; linfomas, tal como linfoma de Hodgkin (HL), linfoma no Hodgkin (NHL), linfomas de linfocitos B, linfomas de
linfocitos T, linfoma linfoplasmocitoide, linfoma de linfocito B monocitoide, linfoma de tejido linfoide asociado a
mucosa (MALT), linfoma de célula grande anaplasico (por ejemplo, Ki 1+), linfoma/leucemia de linfocitos T adulto,
linfoma de células del manto, linfoma de linfocitos T angio inmunoblasicos, linfoma angiocéntrico, linfoma intestinal
de linfocitos T, linfoma mediastinal de linfocitos B primario, linfoma linfoblasico de precursores T, linfoblasico T; y
linfoma/leucemia (T-Lbly/TALL), linfoma periférico de linfocitos T, linfoma linfoblasico, trastorno linfoproliferativo
después del transplante, linfoma histiocitico verdadero, linfoma primario del sistema nervioso central, linfoma de
derrame primario, linfoma linfoblasico (LBL), tumores hematopoyéticos de linaje linfoide, leucemia linfoblasica aguda,
linfoma difuso de linfocitos B grandes, linfoma de Burkitt, linfoma folicular, linfoma histiocitico difuso (DHL), linfoma
inmunoblasico de células grandes, linfoma linfoblasico B precursores, linfoma cutaneo de linfocitos T (CTLC)
(también denominado fungoides o sindrome de Sezary), y linfoma linfoplasmocitoide (LPL) con macroglobulinemia
de Waldenstrom; mielomas, tal como mieloma IgG, mieloma de cadena ligera, mieloma no secretor, mieloma latente
(también denominado mieloma), plasmocitoma solitario, y mielomas multiples, leucemia linfocitica crénica (LLC),
linfoma de células pilosas; tumores hematopoyéticos de linaje mieloide, tumores de origen mesenquimatoso,
incluyendo fibrosarcoma y rabdomioscarcoma; seminoma, teratocarcinoma, tumores del sistema nervioso central y
periférico, incluyendo astrocitoma, schwanomas; tumores de origen mesenquimatoso, incluyen fibrosarcoma,
rabdomioscaroma y osteosarcoma; y otros tumores, incluyendo melanoma, xeroderma pigmentoso,
queratoacantoma, seminoma, cancer folicular de tiroides y teratocarcinoma, tumores hematopoyéticos de linaje
linfoide, por ejemplo, tumores de linfocitos T y linfocitos B, incluyendo pero sin limitacion trastornos de linfocitos T
tales como leucemia prolinfocitica T (T-PLL), incluyendo la célula pequefia y el tipo de célula cerebriforme; leucemia
de linfocitos granulares grandes (LGL) preferiblemente del tipo de linfocitos T; linfoma hepatosplénico a/d T-NHL;
linfoma de linfocitos T periférico/posttimico (subtipos pleomorficos e inmunoblasicos); linfoma angiocéntrico (nasal)
de linfocitos T; cancer de cabeza o cuello, cancer renal, cancer rectal, cancer de la glandula tiroides; linfoma
mieloide agudo, asi como cualquier combinacion de dichos canceres. Los métodos descritos en el presente
documento también se pueden usar para el tratamiento de canceres metastaticos, canceres refractarios (por
ejemplo, canceres refractarios para inmunoterapia previa, por ejemplo, con un anticuerpo bloqueante CTLA-4 or PD-
1 o0 PD-L1), y canceres recurrentes.
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Los métodos se pueden usar para el tratamiento de tumores o canceres que son CD73 positivos, 0 que expresan
altos niveles de CD73. Un método puede comprender determinar primero el nivel de CD73 en tumores o células
tumorales, y tratar con un anticuerpo anti-CD73, por ejemplo, como se describe en el presente documento, si los
tumores o células expresan CD73, por ejemplo, altos niveles de CD73.

Un anticuerpo anti-CD73 se puede administrar como monoterapia, o como la Unica terapia inmunoestimulante. Los
anticuerpos para CD73, por ejemplo, los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento, también se
puede combinar con un agente inmunogénco, tal como células cancerosas, antigenos tumorales purificados
(incluyendo proteinas recombinantes, péptidos y moléculas de carbohidratos), células y células transfectadas con
genes que codifican citoquinas inmunoestimulantes (He et al. (2004) J. Immunol. 173:4919-28). Los ejemplos no
limitativos de vacunas tumorales que se pueden usar incluyen péptidos de antigenos de melanoma, tales como
péptidos de gp100, antigenos MAGE, Trp-2, MART1 y/o tirosinasa, o células tumorales transfectadas para expresar
la citoquina GM-CSF (discutido mas a continuacion).

En seres humanos, se ha demostrado que algunos tumores son inmunogénicos tales como melanomas. Al bajar el
umbral de activacion de los linfocitos T por la inhibicion de CD73, se pueden activar las respuestas tumorales en el
hospedador, permitiendo el tratamiento de tumores no inmunogénicos o aquellos que tienen inmunogenicidad
limitada.

Un anticuerpo anti-CD73, por ejemplo, un anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente documento, se puede
combinar con un protocolo de vacunacion. Se han ideado muchas estrategias experimentales para la vacunacion
contra tumores (véase Rosenberg, S., 2000, "Development of Cancer Vaccines", ASCO Educational Book Spring:
60-62; Logothetis, C., 2000, ASCO Educational Book Spring: 300-302; Khayat, D. 2000, ASCO Educational Book
Spring: 414-428; Foon, K. 2000, ASCO Educational Book Spring: 730-738; véase también Restifo, N. y Sznol, M.,
"Cancer Vaccines", C. 61, pag. 3023-3043 en DeVita et al., 1997, "Cancer: Principles and Practice of Oncology",
Quinta Edicion). En una de estas estrategias, se prepara una vacuna usando células tumorales autdlogas o
alogénicas. Se ha demostrado que estas vacunas celulares son mas eficaces cuando las células tumorales se
someten a transduccién para expresar GM-CSF. Se ha demostrado que GM-CSF es un potente activador de la
presentacion de antigeno para la vacunacion de tumores (Dranoff et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:
3539-43).

El estudio de la expresion génica y los patrones de expresion génica a gran escala en diversos tumores ha
conducido a la definicion de los denominados antigenos especificos de tumores (Rosenberg, S A (1999) Immunity
10: 281-7). En muchos casos, estos antigenos especificos de tumor son antigenos de diferenciacion expresados en
los tumores y en la célula de la que se origind el tumor, por ejemplo, antigenos de melanocitos gp100, antigenos
MAGE y Trp-2. Mas importante aun, se puede demostrar que muchos de estos antigenos son las dianas de linfocitos
T especificos a tumor encontrados en el hospedador. La inhibicion de CD73 se puede usar junto con una coleccion
de proteinas recombinantes y/o péptidos expresados en un tumor para generar una respuesta inmunitaria a estas
proteinas. Estas proteinas son normalmente vistas por el sistema inmunitario como antigenos propios y por lo tanto,
son tolerantes a ellos. El antigeno tumoral puede incluir la proteina telomerasa, que se requiere para la sintesis de
telomeros de cromosomas y que se expresa en mas del 85 % de los canceres humanos y en solo un nimero
limitado de tejidos somaticos (Kim, N et al. 1994) Science 266: 2011-2013). El antigeno tumoral también puede ser
"neoantigeno” expresado en células cancerosas debido a mutaciones somaticas que alteran la secuencia de
proteina o crean proteinas de fusién entre dos secuencias no relacionadas (es decir, bcr-abl en el cromosoma
Filadelfia), o idiotipo de tumores de linfocitos B.

Otras vacunas de tumores pueden incluir las proteinas de virus implicados en canceres humanos tales como virus
del papiloma humano (HPV), Virus de la hepatitis (VHB y VHC) y Virus del sarcoma de herpes de Kaposi (KHSV).
Otra forma de antigeno especifico a tumor que se puede usar junto con la inhibicion de CD73 es proteinas de
choque térmico (HSP) purificadas aisladas del tejido tumoral. Estas proteinas de choque térmico contienen
fragmentos de proteinas de las células tumorales y estas HSP son altamente eficientes en la administracién a las
células presentadoras de antigeno para provocar la inmunidad tumoral (Suot, R y Srivastava, (1995) Science
269:1585-1588; Tamura et al. (1997) Science 278:117-120).

Las células dendriticas (DC) son potentes células presentadoras de antigeno que pueden usarse para preparar
respuestas especificas de antigeno. Las DC pueden producirse ex vivo y cargarse con diversos antigenos de
proteinas y péptidos, asi como con extractos de células tumorales (Nestle, F. et al. (1998) Nature Medicine 4: 328-
332). Las DC también pueden ser sometidas a transduccién por medios genéticos para expresar también estos
antigenos tumorales. Las DC también se han fusionado directamente a células tumorales con el fin de inmunizacion
(Kugler, A. et al. (2000) Nature Medicine 6:332-336). Como método de vacunacioén, La inmunizacion con DC puede
combinarse eficazmente con la inhibicién de CD73 para activar respuestas antitumorales mas potentes.

La inhibicién de CD73 también se puede combinar con tratamientos del cancer convencionales (por ejemplo, cirugia,
radiaciéon y quimioterapia). La inhibicion de CD73 se puede combinar eficazmente con regimenes
quimioterapéuticos. En estos casos, puede ser posible reducir la dosis de reactivo quimioterapéutico administrado
(Mokyr, et al. (1998) Cancer Research 58: 5301 -5304). Un ejemplo de tal combinacion es un anticuerpo anti-CD73
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junto con la descarbazina para el tratamiento del melanoma. Otro ejemplo de tal combinacion es un anticuerpo anti-
CD73 junto con interleuquina-2 (IL-2) para el tratamiento del melanoma. El fundamento cientifico detras del uso
combinado de inhibicién de CD73 y quimioterapia es que la muerte celular, que es una consecuencia de la accion
citotoxica de la mayoria de los compuestos quimioterapéuticos, deberia dar lugar a niveles incrementados de
antigeno tumoral en la ruta de presentacion del antigeno. Ofras terapias combinadas que pueden dar como
resultado una sinergia con la inhibicion de CD73 a través de la muerte celular son la radiacion, cirugia y privacion de
hormonas. Cada uno de estos protocolos crea una fuente de antigeno tumoral en el hospedador. Los inhibidores de
angiogénesis también se pueden combinar con la inhibicion de CD73. La inhibicion de la angiogénesis conduce a la
muerte de células tumorales que pueden alimentar el antigeno tumoral en las rutas de presentacion del antigeno
hospedador.

Otro ejemplo mas de tal combinacion es un anticuerpo anti-CD73 junto con un anti-CD39, anti-A2AR o inhibidor
quimico, o anticuerpo antiA2BR o inhibidor quimico. El fundamento cientifico tras el uso combinado de la inhibiciéon
de CD73 y la inhibicion de CD39, A2AR o A2BR es que estas proteinas también estan ligadas a la funcion biolégica
de CD73 y la sefalizacion. Especificamente, CD39 cataliza la conversion de ATP o ADP a AMP, proporcionando asi
el sustrato (AMP) para la actividad enzimatica de CD73 (es decir, la conversién de AMP en adenosina). Ademas, la
adenosina es un ligando para cuatro receptores conocidos, incluyendo AIR, A2AR, A2BR y A3. Se ha demostrado
que A2AR y A2BR regulan la proliferaciéon de célula tumoral, el crecimiento, la migracion y la metastasis, asi como la
activacion de linfocito T en el ambiente tumoral a través de sefalizacion de cAMP.

Los anticuerpos anti-CD73, descritos en el presente documento pueden usarse junto con anticuerpos biespecificos
que dirigen las células efectoras que expresan el receptor Fca o Fcy a las células tumorales (véase, por ejemplo, los
documentos de Patente de Estados Unidos N.° 5.922.845 y 5.837.243). Se pueden usar anticuerpos biespecificos
para dirigir dos antigenos separados. Por ejemplo, se han usado anticuerpos biespecificos receptor anti-Fc/antigeno
anti-tumoral (por ejemplo, Her-2/neu) para dirigir macréfagos a sitios de tumor. Este direccionamiento puede activar
mas eficazmente las respuestas tumorales especificas. Como alternativa, el antigeno se puede administrar
directamente a las DC mediante el uso de anticuerpos biespecificos que se unen al antigeno tumoral y un marcador
de superficie celular especifico a células dendriticas.

Los tumores evaden la vigilancia inmunitaria del hospedador por una gran diversidad de mecanismos. Muchos de
estos mecanismos pueden ser superados por la inactivacion de proteinas que son expresadas por los tumores y que
son inmunosupresoras. Estos incluyen entre otros TGF-B (Kehrl et al. (1986) J. Exp. Med. 163: 1037-1050), IL-10
(Howard & O'Garra (1992) Immunology Today 13: 198-200), y ligando Fas (Hahne et al. (1996) Science 274: 1363-
1365). Los anticuerpos para cada una de estas entidades se pueden usar junto con anticuerpos anti-CD73 para
contrarrestar los efectos del agente inmunosupresor y favorecer las respuestas inmunitarias tumorales por parte del
hospedador.

Otros anticuerpos que activan la capacidad de respuesta inmunitaria del hospedador junto con anticuerpos anti-
CD73. Estos incluyen moléculas en la superficie de las células dendriticas que activan la funcion DC y la
presentacion del antigeno. Los anticuerpos anti-CD40 son capaces de sustituir eficazmente la actividad del auxiliar
del linfocito T (Ridge et al. (1998) Nature 393: 474-478) y se pueden usar junto con anticuerpos anti-CD73. Los
anticuerpos activadores para moléculas coestimuladoras del linfocito T tal como OX-40 (Weinberg et al. (2000)
Immunol 164: 2160-2169), 4-1BB (Melero, 1. et al. (1997) Nature Medicine 3: 682-685 (1997) e ICOS (Hutloff, A. et al.
(1999) Nature 397: 262-266) también pueden proporcionar niveles incrementados de la activacion de linfocitos T.
Los inhibidores de PD1, PD-L1 o CTLA-4 (e.g., documento de patente de Estados Unidos.N 5.811.097), también se
pueden usar junto con un anticuerpo anti-CD73.

Otros métodos descritos en el presente documento se usan para tratar pacientes que han estado expuestos a
toxinas o patdégenos particulares. Por consiguiente, otro aspecto descrito en el presente documento proporciona un
método de tratamiento de enfermedad infecciosa en un sujeto que comprende administrar al sujeto un anticuerpo
anti-CD73, o porcién de union a antigeno del mismo, de manera que el sujeto sea tratado por la enfermedad
infecciosa. Ademas, o como alternativa, el anticuerpo puede ser un anticuerpo quimérico o humanizado.

En todos los métodos anteriores, la inhibicion de CD73 puede combinarse con otras formas de inmunoterapia tales
como tratamiento con citoquina (por ejemplo, interferones, GM-CSF, G-CSF, IL-2) o terapia de anticuerpos
biespecificos, que proporciona una presentacion de antigenos tumorales aumentada (véase, por ejemplo, Holliger
(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448; Poljak (1994) Structure 2:1121-1123).

Terapias de combinacion

Ademas de las terapias de combinacion anteriormente proporcionadas, los anticuerpos anti-CD73 descritos en el
presente documento se pueden usar en terapia de combinacion, por ejemplo, para el tratamiento del cancer, como
se describe a continuacion.

En el presente documento ademas se proporciona métodos de terapia de combinacién en los que un anticuerpo anti-

CD73 se administra conjuntamente con un o mas agentes adicionales, por ejemplo, anticuerpos, que son eficaces en
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respuestas inmunitaria estimulantes para de ese modo aumentar mas, estimular o regular al alza las respuestas
inmunitarias en un sujeto.

Generalmente, un anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente documento se puede combinar con (i) un agonista
de un receptor coestimulante y/o (ii) un antagonista de una sefial inhibidora en los linfocitos T, ambos dan como
resultado amplifiacion de respuestas de linfocitos T especificos a antigeno (reguladores del ciclo regular inmune). La
mayoria de las moléculas coestimulantes y de inhibicién conjunta son miembros de la superfamilia de la
inmunoglobulina (IgsF), y anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento se pueden administrar con un
agente que dirige un miembro de la familia IgSF para incrementar una respuesta inmunitaria. Una familia importante
de ligandos unidos a membrana que se unen a receptores coestimuladores o coinhibidores es la familia B7, que
incluye B7-1, B7-2, B7-H1 (PD-L1), B7-DC (PD-L2), B7-H2 (ICOS-L), B7-H3, B7-H4, B7-H5 (VISTA) y B7-H6. Otra
familia de ligandos unidos a membrana que se unen a receptores coestimuladores o coinhibidores es la familia TNF
de moléculas que se unen a miembros de la familia de receptores TNF relacionados, que incluye CD40 y CD40L,
0OX-40, OX-40L, CD70, CD27L, CD30, CD30L, 4-1BBL, CD137, GITR, TRAIL/Apo2-L, TRAILR1/DR4,
TRAILR2/DR5, TRAILR3, TRAILR4, OPG, RANK, RANKL, TWEAKR/Fn14, TWEAK, BAFFR, EDAR, XEDAR, TACI,
APRIL, BCMA, LTBR, LIGHT, DcR3, HVEM, VEGI/TL1A, TRAMP/DR3, EDAR, EDA1, XEDAR, EDA2, TNFR1,
linfotoxina o/TNFB, TNFR2, TNFa, LTBR, linfotoxina a 182, FAS, FASL, RELT, DR6, TROY, NGFR (véase, por
ejemplo, Tansey (2009) Drug Discovery Today 00:1). La activacion del linfocito T también se regula por citoquinas
solubles. Por tanto, los anticuerpos anti-CD73 se pueden usar junto con (i) antagonistas (o agentes inhibidores o
blogueantes) de proteinas de la familia IgsF o la familia B7 o la familia del TNF que inhibe la activacion de linfocitos
T o antagonistas de citoquinas que inhiben la activacion de linfocitos T (por ejemplo, IL-6, IL-10, TGF-3, VEGF;
("citoquinas inmunosupresoras") y/o (ii) agonistas de receptores estimuladores de la familia IgSF, familia B7 o la
familia TNF o de citoquinas que estimulan la activacién de los linfocitos T, para estimular una respuesta inmunitaria,
por ejemplo, para tratar enfermedades proliferativas, tal como cancer.

Por ejemplo, las respuestas de los linfocitos T se pueden estimular mediante una combinacion de anticuerpos anti-
CD73 descritos en el presente documento, por ejemplo, CD73.4-IgG2CS-IgG1.1f, y uno o mas de los siguientes
agentes:

(1) Un antagonista (agente inhibidor o bloqueante) de una proteina que inhibe la activacion de linfocitos T (por
ejemplo, inhibidores de los puntos de regulaciéon inmune), tal como CTLA-4, PD-1, PD-L1, PD-L2 y LAG-3, como
se ha descrito anteriormente, y cualquiera de las siguientes proteinas: TIM-3, Galectina 9, CEACAM-1, BTLA,
CD69, Galectina-1, TIGIT, CD113, GPR56, VISTA, 2B4, CD48, GARP, CD73, PD1H, LAIR1, TIM-1, TIM-4,
CD39.

(2) Un agonista de una proteina que estimula la activacion de los linfocitos T, tal como B7-1, B7-2, CD28, 4-1BB
(CD137), 4-1BBL, GITR, GITRL, ICOS, ICOS-L, OX40, OX40L, CD70, CD27, CD40, DR3 y CD28H.

Agentes ilustrativos que modulan una de las anteriores proteinas y se pueden combinar con anticuerpos anti-CD73
antagonistas, por ejemplo, aquellos descritos en el presente documento, para el tratamiento del cancer, incluyen:
Yervoy™ (ipilimumab) o Tremelimumab (para CTLA-4), galiximab (para B7.1), BMS-936558 (para PD-1), CT-011
(para PD-1), MK-3475 (para PD-1), AMP224 (para B7DC), BMS-936559 (para B7-H1), MPDL3280A (para B7-H1),
MEDI-570 (para ICOS), AMG557 (para B7H2), MGA271 (para B7H3), IMP321 (para LAG-3), BMS-663513 (para
CD137), PF-05082566 (para CD137), CDX-1127 (para CD27), anti-OX40 (Providence Health Services),
huMAbOX40L (para OX40L), Atacicept (para TACI), CP-870893 (para CD40), Lucatumumab (para CDA40),
Dacetuzumab (para CD40), Muromonab-CD3 (para CD3), Ipilumumab (para CTLA-4).

Otras moléculas que pueden combinarse con anticuerpos anti-CD73 antagonistas para el tratamiento del cancer
incluyen antagonistas de receptores inhibidores en células NK o agonistas de receptores activadores en células NK.
Por ejemplo, los anticuerpos antagonistas anti-CD73 se pueden combinar con antagonistas de KIR (por ejemplo,
lirilumab).

La activacion de los linfocitos T también se puede regular por citoquinas solubles, y los anticuerpos anti-CD73 se
pueden administrar a un sujeto, por ejemplo, que tiene un cancer, con antagonistas de citoquinas que inhiben la
activacion de linfocitos T o agonistas de citoquinas que estimulan la activacion de linfocitos T.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-CD73 se pueden usar junto con (i) antagonistas (o agentes
inhibidores o bloqueantes) de proteinas de la familia IgsF o la familia B7 o la familia del TNF que inhibe la activacion
de linfocitos T o antagonistas de citoquinas que inhiben la activacion de linfocitos T (por ejemplo, IL-6, IL-10, TGF-f,
VEGF; ("citoquinas inmunosupresoras") y/o (ii) agonistas de receptores estimuladores de la familia IgSF, familia B7 o
la familia TNF o de citoquinas que estimulan la activaciéon de los linfocitos T, para estimular una respuesta
inmunitaria, por ejemplo, para tratar enfermedades proliferativas, tal como cancer.

Aun otros agentes para terapias de combinacion incluyen agentes que inhiben o reducen macréfagos o monocitos,
incluyendo, pero sin limitacion, antagonistas de CSF-1R tales como anticuerpos antagonista de CSF-1R incluyendo
RG7155 (WO11/70024, WO11/107553, WO11/131407, WO13/87699, WO13/119716, WO13/132044) o FPA-008
(WO11/140249; WO13169264; WO14/036357).
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Los anticuerpos anti-CD73 también se pueden administrar con agentes que inhiben la sefializacion de TGF-p.

Agentes adicionales que se pueden combinar con anticuerpo anti-CD73 incluyen agentes que aumentan la
presentacion de antigeno turmoral, por ejemplo, vacunas de células dendriticas, vacunas celulares secretoras de
GM-CSF, Oligonucledtidos CpG, e imiquimod, o terapias que aumentan la inmunogenicidad de las células tumorales
(por ejemplo, antraciclinas).

Otras terapias mas que se pueden combinar con un anticuerpo anti-CD73 incluyen terapias que eliminan o bloquean
la células Treg, por ejemplo, un agente que se une especificamente a CD25.

Otra terapia que se puede combinar con un anticuerpo anti-CD73 es una terapia que inhibe una enzima metabdlica
tal como indolamina dioxigenasa (IDO), dioxigenasa, arginasa, o sintasa de 6xido nitrico.

Otra clase de agentes que se pueden usar con un anticuerpo anti-CD73 incluye agentes que inhiben la formacién de
adenosina o inhiben el receptor A2A de adenosina.

Otras terapias que se pueden combinar con anticuerpo anti-CD73 para tratar el cancer incluyen terapias que
invierten/previenen la anergia o el agotamiento de linfocitos T y terapias que desencadenan una activacion
inmunitaria innata y/o inflamacién en un sitio tumoral.

Un anticuerpo anti-CD73 se puede combinar con mas de un agente inmunooncoldgico, y puede ser, por ejemplo,
combinado con una estrategia combinatoria que dirige elementos multiples de la ruta inmunitaria, tal como uno o
mas de lo siguiente: una terapia que aumenta la presentacion de antigenos turmorales (por ejemplo, vacuna de
células dendriticas, vacunas celulares secretoras de GM-CSF, Oligonucledtidos CpG, imiquimod); una terapia que
inhibe la regulacion inmunitaria negativa, por ejemplo, inhibiendo la ruta de CTLA-4 y/o PD1/PD-L1/PD-L2 y/o
disminuyendo o bloqueando Treg u otras células supresoras inmunitarias; una terapia que estimula la regulacion
inmunitaria positiva, por ejemplo, con agonistas que estimulan la ruta de CD-137, OX-40 y/o GITR y/o estimulan la
funcion efectora de linfocitos T; una terapia que incrementa sistémicamente la frecuencia de linfocitos T
antitumorales; una terapia que disminuye o inhibe Treg, tales como Treg en el tumor, por ejemplo, usando un
antagonista de CD25 (por ejemplo, daclizumab) o por agotamiento de perla anti-CD25; una terapia que afecta a la
funcién de las células mielodes supresoras en el tumor; una terapia que aumenta la inmunogenicidad de las células
tumorales (por ejemplo, antraciclinas); transferencia de linfocitos T adoptivos o células NK incluyendo células
modificadas genéticamente, por ejemplo, células modificadas por receptores de antigeno quiméricos (Terapia de
CAR-T); una terapia que inhibe una enzima metabdlica tal como indoleamina dioxigenasa (IDO), dioxigenasa,
arginasa, o sintasa de oxido nitrico; una terapia que invierte/evita la anergia o agotamiento de los linfocitos T; una
terapia que desencadena la activacion inmunitaria innata y/o la inflamacion en un sitio tumoral; administracion de
citoquinas estimuladoras inmunitarias; o bloqueo de citoquinas inmunosupresoras.

Generalmente, los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento se pueden usar junto con uno o mas
gentes agonistas que se ligan a receptores coestimulantes positivos, agentes de bloqueo que atentan la
sefializacion a través de receptores inhibidores, antagonistas, y uno o mas agentes que incrementan de manera
sistémica la frecuencia de células T antitumorales, agentes que superan distintas rutas supresoras inmunitarias
dentro del microentorno tumoral (por ejemplo, bloquear la unién de receptor inhibidor (por ejemplo, interacciones PD-
L1/PD-1), disminuir o inhibir Tregs (por ejemplo, usando un anticuerpo monoclonal anti-CD25 (por ejemplo,
daclizumab) o mediante agotamiento de perlas anti-CD25 ex vivo), inhibir enzimas metabdlicas tales como IDO, o
revertir/evitar la anergia o el agotamiento de células T) y agentes que disparan la activacion inmunitaria innata y/o
inflamacién en sitios tumorales. Una internalizacion incrementada de receptores inhibidores puede traducirse en un
nivel inferior de un inhibidor potencial (asumiendo que no se da sefalizacion).

En determinadas realizaciones, se administra un anticuerpo anti-CD73 a un sujeto junto con un inhibidor de BRAF si
el sujeto es positivo para mutacion BRAF V600.

Se proporcionan en el presente documento métodos para estimular una respuesta inmunitaria en un sujeto que
comprende administrar al sujeto una molécula anti-CD73 antagonista, por ejemplo, un anticuerpo, y uno o mas
anticuerpos inmunoestimuladores adicionales, tal como un antagonista anti-PD-1, por ejemplo, anticuerpo
antagonista, un antagonista anti-PD-LI, por ejemplo, anticuerpo antagonista, un antagonista anti-CTLA-4 antagonista,
por ejemplo, anticuerpo antagonista y/o un antagonista anti-LAG3, por ejemplo, un anticuerpo antagonista, de tal
manera que se estimula una respuesta inmunitaria en el sujeto, por ejemplo, para inhibir el crecimiento tumoral o
para estimular una respuesta antiviral. En una realizacion, al sujeto se administra un anticuerpo anti-CD73
antagonista y un anticuerpo anti-PD-1 antagonista. En una realizacion, al sujeto se administra un anticuerpo anti-
CD73 antagonista y un anticuerpo anti-PD-LI antagonista. En una realizacion, al sujeto se administra un anticuerpo
anti-CD73 antagonista y un anticuerpo anti-CTLA-4 antagonista. En una realizacién, el anticuerpo anti-CD73 es un
anticuerpo humano, tal como un anticuerpo descrito en el presente documento. Como alternativa, el anticuerpo anti-
CD73 puede ser, por ejemplo, un anticuerpo quimérico o humanizado (por ejemplo, de un mAb anti-CD73 de raton),
tal como aquellos ademas descritos en el presente documento. En una realizacién, el al menos un anticuerpo
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inmunoestimulante adicional (por ejemplo, un anticuerpo un anti-PD-1 antagonista, un anti-PD-LI| antagonista, un
anti-CTLA-4 antagonista y/o anti-LAG3 antagonista) es un anticuerpo humano. Como alternativa, el al menos un
anticuerpo inmunoestimulante adicional puede ser, por ejemplo, un anticuerpo quimérico o humanizado (por ejemplo,
preparado de un anticuerpo de raton anti-PD-1, anti-PD-LI, anti-CTLA-4 y/o anti-LAG3).

En el presente documento se proporcionan métodos para tratar una enfermedad hiperproliferativa (por ejemplo,
cancer), que comprende administrar un anticuerpo anti-CD73 antagonista y un anticuerpo PD-1 antagonista a un
sujeto. En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-CD73 se administra a una dosis subterapéutica, el
anticuerpo anti-PD-1 se administra a una dosis subterapéutica, o ambos se administran a una dosis subterapéutica.
En el presente documento también se proporcionan métodos para alterar una suceso adverso asociado con el
tratamiento de una enfermedad hiperproliferativa con un agente inmunoestimulador, que comprende administrar un
anticuerpo anti-CD73 y una dosis subterapéutica de anticuerpo anti-PD-1 a un sujeto. En determinadas
realizaciones, el sujeto es un ser humano. En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es un anticuerpo
monoclonal de secuencia humana y el anticuerpo anti-CD73 es anticuerpo monoclonal de secuencia humana, tal
como un anticuerpo que comprende las CDR o regiones variables de 11F11, 4C3, 4D4, 10D2, 11A6, 24H2, 5F8,
6E11, 7A11, CD73.3, CD73.4, CD73.5, CD73.6, CD73.7, CD73.8, CD73.9, CD73.10 o CD73.11 descritos en el
presente documento u otro anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente documento.

Los antagonistas PD-1 adecuados para su uso en los métodos descritos en el presente documento, incluyen, sin
limitacion, ligandos, anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoclonales y anticuerpos biespecificos), y agentes
multivalentes. En una realizacion, el antagonista de PD-1 es una proteina de fusion, por ejemplo, una proteina de
fusion Fc, tal como AMP-244. En una realizacion, el antagonista de PD-1 en un anticuerpo anti-PD-1 o anti-PD-LI.

Un anticuerpo anti-PD-1 ilustrativo es nivolumab (BMS-936558) o un anticuerpo que comprende las CDR o regiones
variables de uno de los anticuerpos 17D8, 2D3, 4H1, 5C4, 7D3, 5F4 y 4A11 descritos en el documento WO
2006/121168. En determinadas realizaciones, un anticuerpo anti-PDI es MK-3475 (Lambrolizumab) descrito en el
documento W02012/145493; AMP-514 descrito en el documento WO 2012/145493; y CT-011 (Pidilizumab;
previamente CT-AcTibody o BAT,; véase, por ejemplo, Rosenblatt et al., (2011) J. Immunotherapy 34:409).
Anticuerpos PD-1 conocidos adicionales y otros inhibidores de PD-1 incluyen aquellos descritos en los documentos
WO 2009/014708, WO 03/099196, WO 2009/114335, WO 2011/066389, WO 2011/161699, WO 2012/145493, EI
documento de patente de Estados Unidos n.° 7.635.757 y 8.217.149 y la publicacién de patente de Estados Unidos
n.° 2009/0317368. También se pueden usar cualquiera de los anticuerpos anti-PD-1 descritos en el documento
WO02013/173223. Un anticuerpo anti-PD-1 que compite por la unién con, y/o se une al mismo epitopo en PD-1 que,
uno de estos anticuerpos también se puede usar junto con los tratamientos.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 se une a PD-1 humana con una Kp de 5x10® M o menos, se
une a PD-1 humana con una Kp de 1 x 108 M o0 menos, se une a PD-1 humana con una Kp de 5x10° M o menos, o
se une a PD-1 humana con una Kp de 1x108 My 1x10-' M o0 menos.

En el presente documento se proporcionan métodos para tratar una enfermedad hiperproliferativa (por ejemplo,
cancer), que comprende administrar un anticuerpo anti-CD73 antagonista y un anticuerpo PD-L1 antagonista a un
sujeto. En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-CD73 se administra a una dosis subterapéutica, el
anticuerpo anti-PD-LI se administra a una dosis subterapéutica, o ambos se administran a una dosis subterapéutica.
En el presente documento se proporcionan métodos para alterar un suceso adverso asociado con el tratamiento de
una enfermedad proliferativa con un agente inmunoestimulador, que comprende administrar un anticuerpo anti-CD73
y una dosis subterapéutica de anticuerpo anti-PD-LI| a un sujeto. En determinadas realizaciones, el sujeto es un ser
humano. En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-LI es un anticuerpo monoclonal de secuencia
humana y el anticuerpo anti-CD73 es anticuerpo monoclonal de secuencia humana, tal como un anticuerpo que
comprende las CDR o regiones variables de 11F11, 4C3, 4D4, 10D2, 11A6, 24H2, 5F8, 6E11, 7A11, CD73.3,
CD73.4, CD73.5, CD73.6, CD73.7, CD73.8, CD73.9, CD73.10 0 CD73.11 descritos en el presente documento u otro
anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente documento.

En una realizacion, el anticuerpo anti-PD-LI es BMS-936559 (referido como 12A4 en el documento WO 2007/005874
y el documento de patente de Estados Unidos No. 7.943.743), o un anticuerpo que comprende las CDR o regiones
variables de 3G10, 12A4, 10A5, 5F8, 10H10, 1B12, 7H1, 11E6, 12B7 y 13G4, el cual se describe en el documento
de publicaciéon PCT WO 07/005874 y el documento de patente de Estados Unidos n.° 7.943.743. En determinada
realizacion un anticuerpo anti-PD-LI es MEDI4736 (también conocido como Anti-B7-H1) o MPDL3280A (también
conocido como RG7446). También se puede usar cualquiera de los anticuerpos anti-PD-LI descritos en los
documentos W02013/173223, WO2011/066389, WO2012/145493, patentes de Estados Unidos n.° 7.635.757 y
8.217.149, y publicaciéon de Estados Unidos n.° 2009/145493. También se pueden usar los anticuerpos anti-PD-LI
que compiten con y/o se unen al mismo epitopo que el de cualquiera de estos anticuerpos junto con los tratamientos.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-L| se une a PD-L1 humana con una Kp de 5xI0® M o menos,

se une a PD-L1 humana con una Kp de 1 x 108 M o menos, se une a PD-L1 humana con una KD de 5x10° M o
menos, o se une a PD-L1 humana con una Kp de 1 x 108 My 1 x 107"® M 0 menos.
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En el presente documento se proporcionan métodos para tratar una enfermedad hiperproliferativa (por ejemplo,
cancer), que comprenden un anticuerpo anti-CD73 descrito en el presente documento y un anticuerpo antagonista
de CTLA-4 a un sujeto. En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-CD73 se administra a una dosis
subterapéutica, el anticuerpo anti-CTLA-4 se administra a una dosis subterapéutica, o ambos se administran a una
dosis subterapéutica. En el presente documento se proporcionan métodos para alterar un suceso adverso asociado
con el tratamiento de una enfermedad proliferativa con un agente inmunoestimulador, que comprende administrar un
anticuerpo anti-CD73 y una dosis subterapéutica de anticuerpo anti-CTLA-4 a un sujeto. En determinadas
realizaciones, el sujeto es un ser humano. En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es un
anticuerpo seleccionado del grupo de: Yervoy™ (ipilimumab o anticuerpo 10D1, descrito en el documento de
publicacion PCT WO 01/14424), emelimumab (anteriormente ticilimumab, CP-675.206), anticuerpo anti-CTLA-4
descrito en cualquiera de las siguientes publicaciones: WO 98/42752; WO 00/37504; patente de Estados Unidos n.°
6.207.156; Hurwitz et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95(17):10067-10071; Camacho et al. (2004) J. Clin.
Oncology 22(145): Abstract No. 2505 (anticuerpo CP-675206); y Mokyr et al. (1998) Cancer Res. 58:5301-5304.
También se pueden usar cualquiera de los anticuerpos anti-CTLA-4 descritos en el documento W0O2013/173223.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 se une a CTLA-4 humana con una Kp de 5x10®% M o
menos, se une a CTLA-4 humana con una Kp de 1x10® M o0 menos, se une a CTLA-4 humana con una KD de 5x10°
M o menos, o se une a CTLA-4 humana con una Kp de 1x10® My 1 x107"® M 0 menos.

En el presente documento se proporcionan métodos para tratar una enfermedad hiperproliferativa (por ejemplo,
cancer), que comprende administrar un anticuerpo anti-CD73 y un anticuerpo LAG-3 a un sujeto. En realizaciones
adicionales, el anticuerpo anti-CD73 se administra a una dosis subterapéutica, el anticuerpo anti-LAG-3 se
administra a una dosis subterapéutica, o ambos se administran a una dosis subterapéutica. En el presente
documento se proporcionan métodos para alterar una suceso adverso asociado con el tratamiento de una
enfermedad hiperproliferativa con un agente inmunoestimulador, que comprende administrar un anticuerpo anti-
CD73 y una dosis subterapéutica de anticuerpo anti-LAG-3 a un sujeto. En determinadas realizaciones, el sujeto es
un ser humano. En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-LI es un anticuerpo monoclonal de secuencia
humana y el anticuerpo anti-CD73 es anticuerpo monoclonal de secuencia humana, tal como un anticuerpo que
comprende las CDR o regiones variables de 11F11, 4C3, 4D4, 10D2, 11A6, 24H2, 5F8, 6E11, 7A11, CD73.3,
CD73.4, CD73.5, CD73.6, CD73.7, CD73.8, CD73.9, CD73.10 o CD73.11 u otro anticuerpo anti-CD73 antagonista
descrito en el presente documento. Ejemplos de anticuerpos anti-LAG3 incluyen anticuerpos que comprenden las
CDR o regiones variables de los anticuerpos 25F7, 26H10, 25E3, 8B7, 11F2 o 17E5, que se describen en la
publicacion de patente de Estados Unidos n.° US2011/0150892 y W02014/008218. En una realizacion, un
anticuerpo anti-LAG-3 es BMS-986016. Otros anticuerpos anti-LAG-3 reconocidos en la técnica que se pueden usar
incluyen IMP731 descrito en el documento US 2011/007023. También se puede usar IMP-321. También se pueden
usar los anticuerpos anti-LAG-3 que compiten con y/o se unen al mismo epitopo que el de cualquiera de estos
anticuerpos junto con los tratamientos.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-LAG-3 se une a LAG-3 humana con una Kp de 5x10% M o menos,
se une a LAG-3 humana con una Kp de 1 x 10 M o menos, se une a LAG-3 humana con una Kp de 5x10° M o
menos, o se une a LAG-3 humana con una Kp de 1 x 108 My 1 x 10" M 0 menos.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-CD73 se administra junto con un anticuerpo anti-agonista de GITR,
por ejemplo, un anticuerpo que tiene las secuencias de CDR de 6C8, por ejemplo, un anticuerpo humanizado que
tiene las CDR de 6C8, como se describe, por ejemplo, en el documento WO2006/105021; un anticuerpo que
comprende las CDR del anticuerpo anti-GITR descrito en el documento W02011/028683; un anticuerpo que
comprende las CDR del anticuerpo anti-GITR descrito en el documento JP2008278814; o un anticuerpo que
comprende las CDR del anticuerpo anti-GITR descrito en el documento W02015187835.

La administracion de anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento y antagonistas, por ejemplo,
anticuerpos antagonista, a uno o mas segundos antigenos diana tales como LAG-3 y/o CTLA-4 y/o PD-1 y/o PD-L1
puede aumentar la respuesta inmunitaria a células cancerosas en el paciente. Los canceres cuyo crecimiento se
puede inhibir usando los anticuerpos descritos en la presente divulgacion incluyen canceres sensibles a la
inmunoterapia. Ejemplos representativos de canceres para el tratamiento con la terapia de combinacion de la
presente divulgacion incluyen aquellos canceres especialmente anteriormente enumerados en la discusion de la
monoterapia con los anticuerpos anti-CD73.

En determinadas realizaciones, la combinacién de anticuerpos terapéuticos tratados en el presente documento se
puede administrar al mismo tiempo como una composicién sencilla en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, o
al mismo tiempo como composiciones separadas con cada anticuerpo en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
En otra realizacién, la combinacion de los anticuerpos terapéuticos se puede administrar secuencialmente. Por
ejemplo, un anticuerpo anti-CTLA-4 y un anticuerpo anti-CD73 se pueden administrar secuencialmente, tal como
administrando el anticuerpo anti-CTLA-4 primero y el anticuerpo anti-CD73 segundo, o administrandose el
anticuerpo anti-CD73 primero y el anticuerpo anti-CTLA-4 segundo. Ademas, o como alternativa, un anticuerpo anti-
PD-1 y un anticuerpo anti-CD73 se pueden administrar secuencialmente, tal como administrando el anticuerpo anti-
PD-1 primero y el anticuerpo anti-CD73 segundo, o administrandose el anticuerpo anti-CD73 primero y el anticuerpo
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anti-PD-1 segundo. Ademas, o como alternativa, un anticuerpo anti-PD-L1 y un anticuerpo anti-CD73 se pueden
administrar secuencialmente, tal como administrando el anticuerpo anti-PD-LI primero y el anticuerpo anti-CD73
segundo, o administrandose el anticuerpo anti-CD73 primero y el anticuerpo anticuerpos anti-PD-LI segundo.
Ademas, o como alternativa, un anticuerpo anti-LAG-3 y un anticuerpo anti-CD73 se pueden administrar
secuencialmente, tal como administrando el anticuerpo anti-LAG-3 primero y el anticuerpo anti-CD73 segundo, o
administrandose el anticuerpo anti-CD73 primero y el anticuerpo anti-LAG-3 segundo.

Ademas, si se administra secuencialmente mas de una dosis de la terapia combinada, el orden de la administracién
secuencial se puede revertir o mantener en el mismo orden en cada momento de administraciéon, las
administraciones secuenciales pueden combinarse con administraciones concurrentes, o cualquier combinacién de
las mismas. Por ejemplo, la primera administracion de una combinacion anticuerpo anti-CTLA-4 y anticuerpo anti-
CD73 puede ser concurrente, la segunda administracion puede ser secuencial con el anticuerpo anti-CTLA-4 primero
y el anticuerpo anti-CD73 segundo, y la tercera administracion puede ser secuencial con el anticuerpo anti-CD73
primero y el anticuerpo anti-CTLA-4 segundo, etc. Ademas, o como alternativa, la primera administracion de una
combinacioén anticuerpo anti-PD-1 y anticuerpo anti-CD73 puede ser concurrente, la segunda administracion puede
ser secuencial con el anticuerpo anti-PD-1 primero y el anticuerpo anti-CD73 segundo, y la tercera administracion
puede ser secuencial con el anticuerpo anti-CD73 primero y el anticuerpo anti-PD-1 segundo, etc. Ademas, o como
alternativa, la primera administracion de una combinacion anticuerpo anti-PD-L1 y anticuerpo anti-CD73 puede ser
concurrente, la segunda administracion puede ser secuencial con el anticuerpo anti-PD-LI primero y el anticuerpo
anti-CD73 segundo, y la tercera administracién puede ser secuencial con el anticuerpo anti-CD73 primero y el
anticuerpo anti-PD-LI segundo, etc. Ademas, o como alternativa, la primera administracion de una combinacion
anticuerpo anti-LAG-3 y anticuerpo anti-CD73 puede ser concurrente, la segunda administracion puede ser
secuencial con el anticuerpo anti-LAG-3 primero y el anticuerpo anti-CD73 segundo, y la tercera administracion
puede ser secuencial con el anticuerpo anti-CD73 primero y el anticuerpo anti-LAG-3 segundo, etc. Otro esquema de
dosificacion representativo puede implicar una primera administraciéon que es secuencial con anticuerpo anti-CD73
primero y anti-CTLA-4 (y/o anticuerpo anti-PD-1 y/o anticuerpo anti-PD-LI y/o anticuerpo anti-LAG-3) segundo, y
posteriormente las administraciones pueden ser concurrentes.

En una realizacién, un sujeto que tiene una enfermedad que puede beneficiarse de la estimulacion del sistema
inmunitario, por ejemplo, cancer o una enfermedad infecciosa, se trata mediante la administracion al sujeto de un
agente inmunooncolégico y un anticuerpo anti-CD73, en la que el agente inmunooncoldgico es un agonista de
CD137 (4-1BB), tal como un anticuerpo de CD137 agonista. Los anticuerpos de CD137 adecuados incluyen, por
ejemplo, urelumab o PF-05082566 (WO12/32433).

En una realizacién, un sujeto que tiene una enfermedad que puede beneficiarse de la estimulacion del sistema
inmunitario, por ejemplo, cancer o una enfermedad infecciosa, se trata mediante la administracion al sujeto de un
agente inmunooncolégico y un anticuerpo anti-CD73, en la que el agente inmunooncolégico es un agonista de OX40,
tal como un anticuerpo de OX40 agonista. Los anticuerpos de OX40 adecuados incluyen, por ejemplo, MEDI-6383,
MEDI-6469 o MOXR0916 (RG7888; WO06/029879).

En una realizacién, un sujeto que tiene una enfermedad que puede beneficiarse de la estimulacion del sistema
inmunitario, por ejemplo, cancer o una enfermedad infecciosa, se trata mediante la administracion al sujeto de un
agente inmunooncolégico y un anticuerpo anti-CD73, en la que el agente inmunooncoldgico es un agonista de CD40,
tal como un anticuerpo de CD40 agonista. En determinadas realizaciones, el agente inmunooncolégico es un
antagonista de CD40, tal como un anticuerpo anti-CD40 antagonista. Los anticuerpos de CD40 adecuados incluyen,
por ejemplo, lucatumumab (HCD122), dacetuzumab (SGN-40), CP-870.893 o Chi Lob 7/4.

En una realizacién, un sujeto que tiene una enfermedad que puede beneficiarse de la estimulacion del sistema
inmunitario, por ejemplo, cancer o una enfermedad infecciosa, se trata mediante la administracion al sujeto de un
agente inmunooncolégico y un anticuerpo anti-CD73, en la que el agente inmunooncolégico es un agonista de CD27,
tal como un anticuerpo de CD27 agonista. Los anticuerpos de CD27 adecuados incluyen, por ejemplo, varlilumab
(CDX-1127).

En una realizacién, un sujeto que tiene una enfermedad que puede beneficiarse de la estimulacion del sistema
inmunitario, por ejemplo, cancer o una enfermedad infecciosa, se trata mediante la administracion al sujeto de un
agente inmunooncolégico y un anticuerpo anti-CD73, en el agente inmunooncologico es MGA271 (a B7H3)
(WO11/109400).

En una realizacién, un sujeto que tiene una enfermedad que puede beneficiarse de la estimulacion del sistema
inmunitario, por ejemplo, cancer o una enfermedad infecciosa, se trata mediante la administracion al sujeto de un
agente inmunooncoldgico y un anticuerpo anti-CD73, en la que el agente inmunooncoldgico es un antagonista de
KIR, tales como lirilumab.

En una realizacién, un sujeto que tiene una enfermedad que puede beneficiarse de la estimulacion del sistema

inmunitario, por ejemplo, cancer o una enfermedad infecciosa, se trata mediante la administracion al sujeto de un
agente inmunooncoldgico y un anticuerpo anti-CD73, en la que el agente inmunooncoldgico es un antagonista de
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IDO. Los antagonistas de IDO adecuados incluyen, por ejemplo, INCB-024360 (W0O2006/122150, WOQ7/75598,
WO08/36653, W008/36642), indoximod, NLG-919 (WO09/73620, WO09/1156652, WO11/56652, WO12/142237) o
F001287.

En una realizacién, un sujeto que tiene una enfermedad que puede beneficiarse de la estimulacion del sistema
inmunitario, por ejemplo, cancer o una enfermedad infecciosa, se trata mediante la administracion al sujeto de un
agente inmunooncolégico y un anticuerpo anti-CD73, en la que el agente inmunooncoldgico es un agonista del
receptor tipo Toll, por ejemplo, un agonista de TLR2/4 (por ejemplo, Bacillus Calmette-Guerin); un agonista de TLR7
(por ejemplo, Hiltonol o Imiquimod); un agonista de TLR7/8 (por ejemplo, Resiquimod); o un agonista de TLR9 (por
ejemplo, CpG7909).

En una realizacién, un sujeto que tiene una enfermedad que puede beneficiarse de la estimulacion del sistema
inmunitario, por ejemplo, cancer o una enfermedad infecciosa, se trata mediante la administracion al sujeto de un
agente inmunooncoldgico y un anticuerpo anti-CD73, en la que, el agente inmunooncoldgico es un inhibidor de TGF-
B, por ejemplo, GC1008, LY2157299, TEW7197, o IMC-TR1.

En un aspecto, un anticuerpo anti-CD73 se administrar secuencialmente antes de la administracion de un segundo
agente, por ejemplo, un agente inmunooncoldgico. En un aspecto, un anticuerpo anti-CD73 se administra al mismo
tiempo con el segundo agente, por ejemplo, un agente inmunolégico-oncolégico. En un aspecto mas, un anticuerpo
anti-CD73 se administrar secuencialmente después de la administracion del segundo agente. La administracion de
los dos agentes puede comenzar en momentos que estan, por ejemplo, 30 minutos, 60 minutos, 90 minutos, 120
minutos, 3 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 36 horas, 48 horas, 3 dias, 5dias, 7 dias, o una o mas semanas
separados, o la administracion del segundo agente puede comenzar, por ejemplo, 30 minutos, 60 minutos, 90
minutos, 120 minutos, 3 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 36 horas, 48 horas, 3 dias, 5 dias, 7 dias, o una o mas
semanas después de que se haya administrado el primer agente.

En ciertos aspectos, un anticuerpo anti-CD73 y un segundo agente, por ejemplo, un agente inmunooncolégico, se
administran simultaneamente, por ejemplo, se infusionan simultaneamente, por ejemplo, durante un periodo de 30 o
60 minutos, a un paciente. Un anticuerpo anti-CD73 se puede formular conjuntamente con un segundo agente, por
ejemplo, un agente inmunooncoldgico.

Opcionalmente, un anti-CD73 como agente inmunoterapéutico solo, o la combinacion de un anticuerpo anti-CD73 y
uno o mas anticuerpos inmunoterapéuticos adicionales (por ejemplo, bloqueo de anti-CTLA-4 y/o anti-PD-1 y/o PD-
L1 y/o anti-LAG-3) se puede combinar ademas con un agente inmunogénico, tal como células cancerosas, antigenos
tumorales purificados (incluyendo proteinas recombinantes, péptidos y moléculas de carbohidratos), células y células
transfectadas con genes que codifican citoquinas inmunoestimulantes (He et al. (2004) J. Immunol. 173:4919-28).
Los ejemplos no limitativos de vacunas tumorales que se pueden usar incluyen péptidos de antigenos de melanoma,
tales como péptidos de gp100, antigenos MAGE, Trp-2, MART1 y/o tirosinasa, o células tumorales transfectadas
para expresar la citoquina GM-CSF (discutido mas a continuacion). Una inhibicion de CD73 combinada y uno o mas
anticuerpos adicionales (por ejemplo, bloqueo de CTLA-4 y/o PD-1 y/o PD-L1 ay/o LAG-3) se pueden combinar
ademas con tratamientos de cancer convencionales. Por ejemplo, Una inhibicién de CD73 combinada y uno o mas
anticuerpos adicionales (por ejemplo, bloqueo de CTLA-4 y/o PD-1 y/o PD-L1 ay/oLAG-3) se pueden combinar
eficazmente con regimenes quimioterapéuticos. En estos casos, Es posible reducir la dosis de otro reactivo
quimioterapéutico administrado con la combinacion de la presente divulgacion (Mokyr et al. (1998) Cancer Research
58: 5301-5304). Un ejemplo de tal combinacién es una combinacion de anticuerpo antagonista anti-CD73 con o sin
un anticuerpo adicional, tal como anticuerpos anti-CTLA-4 y/o anticuerpos anti-PD-1 y/o anticuerpos anti-PD-L1 y/o
anticuerpos anti-LAG-3) ademas junto con decarbazina para el tratamiento de melanoma. Otro ejemplo es una
combinacién de anticuerpo anti-CD73 con o sin anticuerpos anti-CTLA-4, y/o anticuerpos a anti-PD-1 y/o anticuerpos
anti-PD-L1 y/o anticuerpos LAG-3 ademas junto con interleucina-2 (IL-2) para el tratamiento de melanoma. El
fundamento cientifico tras el uso combinado de la inhibicién de CD73 y bloqueo de CTLA-4 y/o PD-1 y/o PD-L1 y/o
LAG-3 con quimioterapia es que la muerte celular, que es una consecuencia de la accion citotdxica de la mayoria de
los compuestos quimioterapéuticos, deberia dar lugar a niveles incrementados de antigeno tumoral en la ruta de
presentacion del antigeno. Otras terapias de combinacion que pueden dar como resultado sinergia con una
inhibicién de CD73 combinada con o sin un bloqueo de CTLA-4 y/o PD-1 y/o PD-L1 y/o LAG-3 a través de la muerte
celular incluyen la radiacion, cirugia, o privacion hormonal. Cada uno de estos protocolos crea una fuente de
antigeno tumoral en el hospedador. Los inhibidores de angiogénesis también se puede combinar con una inhibicién
de CD73 combinada y bloqueo de CTLA-4 y/o PD-1 y/o PD-L1 y/o LAG-3. La inhibicién de la angiogénesis conduce
a la muerte de las células tumorales, que puede ser una fuente de antigeno tumoral alimentada en las rutas de
presentacion del antigeno del hospedador.

Un anticuerpo antagonista anti-CD73 como agente inmunoterapéutico solo, o una combinacion de antagonistica de
CD73 y anticuerpos de bloqueo de CTLA-4 y/o PD-1 y/o PD-L1 y/o LAG-3 se pueden usar junto con anticuerpos
biespecificos que dirigen las células efectoras que expresan el receptor Fca o Fcy diana a las células tumorales
(véase, por ejemplo, los documentos de Patente de Estados Unidos N.° 5.922.845 y 5.837.243). Se pueden usar
anticuerpos biespecificos para dirigir dos antigenos separados. El brazo de linfocito T de estas respuestas se
aumentaria por el uso de una inhibicion de CD73 y bloqueo de CTLA-4 y/o PD-1 y/o PD-L1 y/o LAG-3 combinados.
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En otro ejemplo, un anticuerpo antagonista anti-CD73 como agente inmunoterapéutico solo o una combinacion de un
anticuerpo anti-CD73 y agente inmunoestimulante adicional, por ejemplo, anticuerpo anti-CTLA-4 y/o anticuerpo anti-
PD-1 y/o anticuerpo anti-PD-L1 y/o agente LAG-3, por ejemplo, anticuerpo, se puede usar junto con un anticuerpo
antineoplasico, tal como RITUXAN® (rituximab), Herceptin® (trastuzumab), Bexxar® (tositumomab), Zevalin®
(ibritumomab), Campath® (alemtuzumab), Lymphocide® (eprtuzumab), Avastin® (bevacizumab), y Tarceva®
(erlotinib), y similares. A modo de ejemplo y sin el deseo de quedar vinculados a teoria alguna, el tratamiento con un
anticuerpo anticancerigeno o un anticuerpo anticancerigeno conjugado con una toxina puede conducir a la muerte
de células cancerosas (por ejemplo, células tumorales), lo que potenciaria una respuesta inmunitaria mediada por el
agente inmunoestimulante, por ejemplo, CD73, CTLA-4, PD-1, PD-L1 o LAG-3, por ejemplo, anticuerpo. En una
realizacion a modo de ejemplo, un tratamiento de una enfermedad hiperproliferativa (por ejemplo, un tumor
canceroso) puede incluir un agente anticancer, por ejemplo, anticuerpo, junto con anti-CD73 y opcionalmente un
agente inmunoestimulante adicional, por ejemplo, agente anti-CTLA-4 y/o anti-PD-1 y/o anti-PD-L1 y/o anti-LAG-3,
por ejemplo, anticuerpo, concurrente o secuencialmente, o cualquier combinacién de los mismos, que puede
potenciar una respuesta inmunitaria antitumoral por el hospedador.

Los tumores evaden la vigilancia inmunitaria del hospedador por una gran diversidad de mecanismos. Muchos de
estos mecanismos pueden ser superados por la inactivacion de proteinas, que se expresan por los tumores y que
son inmunosupresoras. Estas incluyen, entre otros, TGF-B (Kehrl et al. (1986) J. Exp. Med. 163: 1037-1050), IL-10
(Howard & O'Garra (1992) Immunology Today 13: 198-200), y ligando Fas (Hahne et al. (1996) Science 274: 1363-
1365). Ademas se pueden combinar anticuerpos para cada una de estas entidades con un anticuerpo anti-CD73 con
o sin un agente inmunoestimulante adicional, por ejemplo, un agente anti-CTLA-4 y/o anti-PD-1 y/o anti-PD-L1 y/o
anti-LAG-3, tal como anticuerpo, para contrarrestar los efectos de los agentes inmunosupresores y favorecer las
respuestas inmunes antitumorales por parte del hospedador.

Otros agentes, por ejemplo, anticuerpos, que se pueden usar para activar la capacidad de respuesta inmunitaria del
hospedador ademas se puede usar junto con un anticuerpo anti-CD73 con o sin un agente inmunoestimulante
adicional, tal como, anticuerpo anti-CTLA-4 y/o anti-PD-1 y/o anti-PD-L1 y/o anti-LAG-3. Estos incluyen moléculas en
la superficie de las células dendriticas que activan la funcion DC y la presentacién del antigeno. Los anticuerpos anti-
CD40 (Ridge et al., supra) se pueden usar junto con un anticuerpo anti-CD73 y opcionalmente un agente
inmunoestimulante adicional, por ejemplo, un agente anti-CTLA-4 y/o anti-PD-1 y/o anti-PD-L1 y/o anti-LAG-3, por
ejemplo, anticuerpo. Otros anticuerpos activadores para moléculas coestimuladoras de linfocitos T Weinberg et al.,
supra, Melero et al. supra, Hutloff et al., supra, también pueden proporcionar niveles incrementados de activacion de
linfocitos T.

Como se ha tratado anteriormente, el trasplante de médula dsea se utiliza actualmente para tratar diversos tumores
de origen hematopoyético. La inmunoterapia anti-CD73 sola o combinada con bloqueo de CTLA-4 y/o PD-1 y/o PD-
L1 y/o LAG-3 se puede usar para incrementar la eficacia de los linfocitos T especificos a tumor donantes.

También varios protocolos de tratamiento experimental implican la activacion ex vivo y expansion de linfocitos T
especificos a antigeno y transferencia adoptiva de estas células en receptores para linfocitos T especificos a
antigeno contra tumor (Greenberg, & Riddell, supra). Estos métodos también se pueden usar para activar las
respuestas de los linfocitos T a agentes infecciosos tales como CMV. La activacion ex vivo en la presencia de anti-
CD73 con o sin una terapia inmunoestimulante adicional, por ejemplo, se puede esperar que los anticuerpos anti-
CTLA-4 y/o anti-PD-1 y/o anti-PD-L1 y/o anti-LAG-3 incrementen la frecuencia y la actividad de los linfocitos T
transferidos de manera adoptiva.

En el presente documento se proporcionan métodos para alterar una suceso adverso asociado con el tratamiento de
una enfermedad hiperproliferativa (por ejemplo, cancer) con un agente inmunoestimulador, que comprende
administrar un anticuerpo anti-CD73 con o sin y una dosis subterapéutica de agente anti-CTLA-4 y/o anti-PD-1 y/o
anti-PD-L1 y/o anti-LAG-3, por ejemplo, anticuerpo, a un sujeto. Por ejemplo, los métodos descritos en el presente
documento para un método de reduccidon de la incidencia de colitis inducida por anticuerpo terapéutico
inmunoestimulador o diarrea mediante la administracion de un esteroide no absorbible al paciente. Como se usa en
el presente documento, un "esteroide no absorbible" es un glucocorticoide que presenta un extenso metabolismo de
primer paso de manera que, después del metabolismo en el higado, la biodisponibilidad del esteroide es baja, es
decir, menos de aproximadamente 20 %. En una realizacién descrita en el presente documento, el esteroide no
absorbible es budesonida. La budesonida es un glucocorticosteroide de accién local, que se metaboliza
ampliamente, principalmente por el higado, después de la administracion oral. ENTOCORT EC® (Astra-Zeneca) es
una formulacién oral de budesonida dependiente del tiempo y del pH desarrollada para optimizar la administracion
de farmacos al ileon y por todo el colon. ENTOCORT® EC esta aprobado en los Estados Unidos para tratamiento de
la enfermedad de Crohn leve a moderada que afecta al ileon y/o al colon ascendente. La dosis oral habitual de
ENTOCORT EC® para el tratamiento de la enfermedad de Crohn es de 6 a 9 mg/dia. ENTOCORT EC® se libera en
los intestinos antes de ser absorbido y retenido en la mucosa intestinal. Una vez que pasa a través del tejido diana
de la mucosa intestinal, ENTOCORT EC® se metaboliza ampliamente por el sistema del citocromo P450 en el
higado a metabolitos con una actividad glucocorticoide insignificante. Por lo tanto, La biodisponibilidad es baja
(alrededor del 10 %). La baja biodisponibilidad de budesonida da como resultado una proporcion terapéutica
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mejorada en comparacion con otros glucocorticoides con un metabolismo de primer paso menos extenso.
Budesonida da como resultado menos efectos adversos, incluyendo menos supresion hipotalamica-pituitaria, que los
corticosteroides de accion sistémica. Sin embargo, la administracion crénica de ENTOCORT EC® puede producir
efectos glucocorticoides sistémicos tales como hipercorticismo y supresion suprarrenal. Véase PDR 582 ed. 2004;
608-610.

En otras realizaciones adicionales, la inhibicion de CD73 con o sin bloque de CTLA-4 y/o PD-1 y/o PD-L1y/o LAG-3
(es decir, anticuerpos terapéuticos inmunoestimuladores anti-CD73 y opcionalmente anticuerpos anti-CTLA-4 y/o
anti-PD-1 y/o anti-PD-L1 y/o anti-LAG-3) junto con un esteroide no absorbible ademas se puede combinar con un
salicilato. Los salicilatos incluyen agentes 5-ASA tales como, por ejemplo: sulfasalazina (AZULFIDINE®, Pharmacia
& UpJohn); olsalazina (DIPENTUM®, Pharmacia & UpJohn); balsalazida (COLAZAL®, Salix Pharmaceuticals, Inc.);
y mesalamina (ASACOL®, Procter & Gamble Pharmaceuticals; PENTASA®, Shire US; CANASA®, Axcan
Scandipharm, Inc.; ROWASA®, Solvay).

De acuerdo con los métodos descritos en el presente documento, un salicilato administrado junto con anti-CD73 con
o sin anticuerpos anti-CTLA-4 y/o anti-PD-1 y/o anti-PD-L1 y/o LAG-3 y un esteroide no absorbible puede incluir
cualquier solapamiento o administracion secuencial del salicilato y el esteroide no absorbible con el fin de disminuir
la incidencia de colitis inducida por anticuerpos inmunoestimuladores. Por tanto, por ejemplo, los métodos para
reducir la incidencia de colitis inducida por los anticuerpos inmunoestimuladores descritos en el presente documento
abarcan la administracion de un salicilato y uno no absorbible al mismo tiempo o secuencialmente (por ejemplo, un
salicilato se administra 6 horas después de un esteroide no absorbible), o cualquier combinaciéon de lo mismo.
Ademas, un salicilato y un esteroide no absorbible se pueden administrar mediante la misma via (por ejemplo,
ambos se administran oralmente) o mediante vias diferentes (por ejemplo, un salicilato se administra oralmente y un
esteroide no absorbible se administra por el recto), las cuales pueden diferir de la(s) ruta(s) usada(s) para
administrar los anticuerpos anti-CD73 y anti-CTLA-4 y/o anti-PD-1 y/o anti-PD-L1 y/o anti-LAG-3.

Los anticuerpos anti-CD73 y la combinacion de terapias de anticuerpo descritas en el presente documento también
se pueden usar junto con otras terapias bien conocidas que se seleccionan para su particular utilidad contra la
enfermedad a tratar (por ejemplo, cancer). Las combinaciones de los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente
documento se pueden usar secuencialmente con agente(s) farmacéuticamente aceptable(s) conocido(s).

Por ejemplo, los anticuerpos anti-CD73 y las terapias con anticuerpo de combinacion descritos en el presente
documento se pueden usar junto con (por ejemplo, simultaneamente o por separado) un tratamiento adicional, tal
como irradiacion, quimioterapia (por ejemplo, usando camptotecina (CPT-11), 5-fluorouracilo (5-FU), cisplatino,
doxorrubicina, irinotecan, paclitaxel, gemcitabina, cisplatino, paclitaxel, carboplatin-paclitaxel (Taxol), doxorrubicina,
5-fu o camptotecina + apo21/TRAIL (un combo 6X)), uno o mas inhibidores de proteasoma (por ejemplo, bortezomib
0 MG132), uno o mas inhibidores de Bcl-2 (por ejemplo, BH3I-2' (inhibidor de bcl-x1), inhibidor de indoleamina
dioxigenasa-1 (IDO1) (por ejemplo., INCB24360), AT-101 (derivado de R-(-)-gossipol), ABT-263 (molécula pequefa),
GX-15-070 (obatoclax) o MCL-1 (antagonistas de la proteina 1 de diferenciacion celular de leucemia mieloide),
antagonistas de iAP (inhibidor de la proteina de apoptosis) (por ejemplo, smac7, smac4, mimético smac de molécula
pequefia, péptidos smac sintéticos (véase Fulda et al., Nat Med 2002;8:808-15), 1SIS23722 (LY2181308) o AEG-
35156 (GEM-640)), HDAC (inhibidores de la histona desacetilasa), anticuerpos anti-CD20 (por ejemplo, rituximab),
inhibidores de la angiogénesis (por ejemplo, bevacizumab), agentes anti-agiogénicos dirigidos a VEGF y VEGFR
(por ejemplo, Avastina), triterpenoides sintéticos (véase Hyer et al., Cancer Research 2005;65:4799-808), c-FLIP
(proteina inhibidora de FLICE celular) moduladores (por ejemplo, ligandos naturales y sintéticos de PPARYy (receptor
y activado por proliferado de peroxisoma), 5809354 o 5569100), inhibidores de quinasa (por ejemplo., Sorafenib),
Trastuzumab, Cetuximab, Temsirolimus, inhibidores de mTOR tales como rapamicina y temsirolimus, Bortezomib,
inhibidores de JAK2, inhibidores de HSP90, inhibidores de PI3K-AKT, Lenalidomida, inhibidores de GSK3p,
inhibidores de IAP y/o farmacos genotoxicos.

Los anticuerpos anti-CD73 y las terapias con anticuerpo de combinacion descritas en el presente documento se
pueden usar ademas junto con uno o mas agentes citotoxicos antiproliferativos. Las clases de compuestos que
pueden usarse como agentes citotoxicos antiproliferativos incluyen, pero sin limitacion, las siguientes:

agentes alquilantes (incluyendo, sin limitacion, mostazas nitrogenadas, derivados de etilenimina, alquil sulfonatos,
nitrosoureas y triazenos): mostaza de uracilo, clormetina, ciclofosfamida (CYTOXAN™) fosfamida, Melfalan,
Clorambucilo, Pipobromano, Trietilenomelamina, Trietilenotiofosforamina, Busulfan, Carmustina, Lomustina,
Estreptozocina, dacarbazina y temozolomida.

Antimetabolitos (incluyendo, sin limitacion, antagonistas de acido félico, analogos de pirimidina, analogos de purina e
inhibidores de adenosina desaminasa): Metotrexato, 5-fluorouracilo, Floxuridina, Citarabina, 6-mercaptopurina, 6-
tioguanina, Fosfato de fludarabina, pentostatina y gemcitabina.

Agentes antiproliferativos adecuados para la combinacién con anticuerpos anti-CD73 antagonistas, sin limitacion,
taxanos, paclitaxel (paclitaxel es comercialmente disponible como TAXOL™), docetaxel, discodermolida (DDM),
dictiostatina (DCT), pelorusida A, epotilonas, epotilona A, epotilona B, epotilona C, epotilona D, epotilona E,
epotilona F, furanoepotilona D, desoxiepotilona B1, [17]-deshidrodesoxiepotilona B, [18]-deshidrodesoxiepotilona B,
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C12,13-ciclopropil-epotilona A, epotilona A puenteada C6-C8, trans-9,10-deshidroepotilona D, cis-9,10-
deshidroepotilona D, 16-desmetilepotilona B, epotilona B10, discoderomolida, patupilona (EPO-906), KOS-862,
KOS-1584, ZK-EPO, ABJ-789, XAA296A (discodermolida), TZT-1027 (soblidotina), ILX-651 (tasidotina clorhidrato),
halicondrina B, mesilato de eribulina (E-7389), hemiasterlina (HTI-286), E-7974, criptoficinas, LY-355703,
inmunoconjugados de maitansinoide (DM-1), MKC-1, ABT-751, T1-38067, T-900607, SB-715992 (ispinesib), SB-
743921, MK-0731, STA-5312, eleuterobina, 17beta-acetoxi-2-etoxi-6-oxo-B-homo-estra-1,3,5(10)-trien-3-ol,
ciclostreptina, isolaulimalida, laulimalida, 4-epi-7-deshidroxi-14,16-didemetil-(+)-discodermolidas y criptotilona 1,
ademas de otros agentes estabilizadores de la microtubulina conocidos en la técnica.

En los casos en que es deseable hacer que las células proliferativas de forma aberrante permanezcan quiescentes
junto con o antes del tratamiento con los anticuerpos anti-CD73 descritos en el presente documento, las hormonas y
esteroides (incluyendo analogos sintéticos), tales como 17a-etinilestradiol, Dietilestilbestrol, Testosterona,
Prednisona, Fluoximasterona, Propionato de dromostanolona, Testolactona, Megestrolacetato, Metilprednisolona,
metil-testosterona, Prednisolona, Triamcinolona, Clorotrianiseno, Hidroxiprogesterona, = Aminoglutetimida,
Estramustina, medroxiprogesteronaacetato, leuprolida, flutamida, Toremifeno, ZOLADEX™, también se pueden
administrar al paciente. Cuando se emplean los métodos o composiciones descritas en el presente documento,
también se pueden administrar otros agentes usados en la modulacion del crecimiento o metastasis tumoral en un
instalaciones clinicas, tales como antimiméticos, como se desee.

Los métodos para la administracion segura y eficaz de la mayoria de los agentes quimioterapéuticos son conocidos
por los expertos en la técnica. Ademas, su administracion se describe en la bibliografia convencional. Por ejemplo, la
administracion de muchos de los agentes quimioterapéuticos se describe en "Physicians’ Desk Reference" (PDR),
por ejemplo, 1996 edicion (Medical Economics Company, Montvale, N.J. 07645-1742, EE.UU.).

El o los agente(s) quimioterapéutico(s) y/o la radioterapia se puede(n) administrar de acuerdo con protocolos
terapéuticos bien conocidos en la técnica. Sera evidente para los expertos en la técnica que la administracién del o
los agente(s) quimioterapéutico(s) y/o la radioterapia se puede variar dependiendo de la enfermedad a tratar y los
efectos conocidos del o los agente(s) quimioterapéutico(s) y/o la radioterapia sobre dicha enfermedad. También, de
acuerdo con los conocimientos del experto, los protocolos terapéuticos (p. €j., cantidades de dosis y tiempos de
administracion) se pueden modificar a la luz de los efectos observados de los agentes terapéuticos administrados
sobre el paciente, y a la luz de las respuestas observadas de la enfermedad a los agentes terapéuticos
administrados.

La presente divulgacion se ilustra ademas mediante los siguientes ejemplos
Ejemplos
Ejemplo 1: Generacion de anticuerpos anti-CD73 humanos

Se generaron anticuerpos humanos monoclonales anti-CD73 humana en cepas Hco7, Hco27, Hco20, Hco12,
Hco17, y Hc2 de ratones transgénicos HUMAb® ("HuMAb" es una Marca Comercial de Medarex, Inc., Princeton,
New Jersey) y ratones KM (la cepa KM Mouse® contiene el transcromosoma SC20 como se describe en la
publicacion PCT WO 02/43478). Se generaron ratones HC2/KCo27 HuMAb y ratones KM como se describe en los
documentos de Patente de Estados Unidos N.° 5.770.429 y 5.545.806.

Se inmunizaron ratones, incluyendo diversos genotipos de ratones transgénicos (tales como, KM, Hco7, Hco27,
Hco20, Hco12, Hco17 y Hc2) con diferentes estrategias de inmunizaciéon (diferente antigeno, diferente dosis,
duracién, vias de administracion (almuhadilla plantar (fp), intraperitoneal (ip) y subcutanea (sc) y adyuvante
(CFAJIFA, Ribi y anticuerpo), etc). Se realizaron fusiones de los ratones y se investigaron, y los anticuerpos se
identificaron a partir de estas fusiones. La caracterizacion adicional condujo al aislamiento de anticuerpos de
particular interés, incluyendo los anticuerpos denominados 11F11-1, 11F11-2, 4C3-1, 4C3-2, 4C3-3, 4D4-1, 10D2-1,
10D2-2, 11A6-1, 24H2-1, 5F8-1, 5F8-2, 6E11-1, y 7A11-1. La Tabla 7 (a continuacién) proporciona el isotipo y el
alotipo de IgG de las cadenas pesadas, asi como el tipo de cadena ligera, para cada anticuerpo. Los anticuerpos
que difieren Unicamente en la cadena ligera estan representados por un digito diferente después del guion. Por
ejemplo, 11F11-1 tiene la misma cadena pesada que 11F11-2, pero 11F11-1 tiene la cadena ligera VK1, mientras
que 11F11-2 tiene la cadena ligera VK2. A menos que se especifique lo contrario, los anticuerpos recombinantes
basados en regiones VH de los anticuerpos en la tabla estan realizados con la cadena ligera predominante.

Tabla 7:
Clon |lIsotipo | Cadena ligera predominante | Otras cadenas ligeras expresadas
11F11|1gG2 VK2 VK1
4C3 IgG1za | VK1 VK2, VK3
4D4 IgG2 VK1
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(continuacion)

Clon |lIsotipo | Cadena ligera predominante | Otras cadenas ligeras expresadas
10D2 |1gG4 | VK2 VK1

11A6 |1gG1za | VK1
24H2 |1gG4 | VK1
5F8 IgG1za | VK1 VK2
6E11 |1gG1za | VK1
7A11 |IgGlza | VK1

Las secuencias de aminoacidos y nucledtidos de la secuencia de longitud completa de las cadenas pesadas y
ligeras, los dominios VH y VL y las CDR de cada anticuerpo se proporcionan en el listado de secuencias y en la
Tabla 35. Las secuencias de aminoacidos de VH y VL también se proporcionan en las Figuras 1A a 17B y un
alineamiento de las secuencias de aminoacidos de VH y VL de diversos anticuerpos se proporciona en la Figura 35
(las secuencias de CDR estan en negrita).

Ejemplo 2: Sustituciones de aminoacidos en regiones variables y variaciones de isotipo

La region marco de la region VH del anticuerpo 11F11 se muté introduciendo uno o mas de la mutacion en los
siguientes restos de aminoacidos (se muestran los aminoacidos circundantes y el aminoacido mutado esta
subrayado): T25 (mutacion en region marco; ... RLSCATSGFTF...), L52 (mutacién CDR2; ..WVAVILYDGSN...), G54
(mutacion CDR2; ...VILYDGSNKYY...) y V94 (mutacion de region marco; ...AEDTAVYYCAR...). Los nombres de las
construcciones y las sustituciones en cada uno de ellos se exponen en la Tabla 8:

Tabla 8.
Nombre de Ab Ab origen Sustitucion
CD73.3 4C3 VI4A
CD73.4 11F11 T25A
CD73.5 T258
CD73.6 T25A, G54S
CD73.7 T25S, G54S
CD73.8 T25A, L52W, G548
CD73.9 T25S, L52W, G548
CD73.10 T25A, L52W, G54E
CD73.11* 4D4 A25, W52, E54
* CD73.11 es 4D4 y contenia estos restos de aminoacidos como aislados. En la tabla se enumera con fines
comparativos.

La region constante de los anticuerpos 11F11 y 4D4 también se modificaron, cambiandola a una region constante de
IgG2 (CH1, bisagra, CH2 y CH3) con una sustitucion C219S ("IlgG2CS"; SEQ ID NO: 267), una regién constante de
IgG1 no efectora con las sustituciones L234A, L235E, G237A, A330S y P331S ("IgG1. 1f"; SEQ ID NO:268) o una
region constante hibrida 1gG1/IgG2 no efectora CH1 y bisagra de 1gG2 (con C219S) y CH2 y CH3 de IgG1 (con
A330S/P331S) ("IgG2CS-IgG1.1f" o "IgG2C219S-1gG1.1f"; SEQ ID NO:169). Las construcciones que se produjeron
se enumeran en la Tabla 9.

Tabla 9.
Nombre de Ab | Ab origen | sustitucion de VH | region constante | Nombre del Ab
CD73.4 11F11 T25A IgG2CS CD73.4-1gG2CS
CD73.4 T25A IgG2CS-IgG1.1f | CD73.4-I9G2CS IgG1.1f
CD73.6 T25A, G54S IgG2CS-IgG1.1f | CD73.6-IgG2CS IgG1.1f
CD73.8 T25A, L52W, G548 | IgG2CS-IgG1.1f | CD73.8-IgG2CS IgG1.1f
CD73.10 T25A, L52W, G54E | IgG2CS-IgG1.1f | CD73.10-1IgG2CS I1gG1.1f
CD73.10 T25A, L52W, G54E | IgG1.1f CD73.10-1gG1.1f
CD73.10 T25A, L52W, G54E | IgG2CS CD73.10-19G2CS
CD73.11 4D4 A25, W52, E54 IgG2CS CD73.11-1IgG2CS

La secuencia de aminoacidos de CD73.4-1IgG2CS IgG1.1f se muestra en la Figura 18 (SEQ ID NO: 189).

Los anticuerpos CD73.3-CD73.11 se produjeron como sigue. Se us6 la cadena ligera VK2 (SEQ ID NO: 102) para
los anticuerpos que derivaban de 11F11 (CD73.4, CD73.6, CD73.8 y CD73.10). Las cadenas pesadas y ligeras se
expresaron en células HEK293-6E y los medidos de cultivo se recogieron 5 dias después de la transfeccion.

La union de las construcciones a FcyR humanos se midié por SPR hCD64 y los datos de la uniéon de hCD32a-H131
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para moléculas de IgG1.1 y IgG2 eran coherentes con los valores esperados para las diferentes Fc. IgG1.1fes la Fc
mas inerte. 1IgG2 y 1gG2-C219S mostré unidn tipica a FcR para IgG2. Como cabia esperar, los datos para IgG2-
C219S-G1.1f sugieren unidn significativamente mas débil que IgG1 o IgG2 tipo silvestre, pero unién incrementada en
comparacion con IgG1.1f. 1gG2-C219S-G1.1f tenia union débil de hCD32a-H131 (Kp de 2.3 uM) y la afinidad de
union a otros receptores FcyR eran menor que 5 pM. La afinidad de unién de IgG2-C219S-G1.1f a FcyR cyno era
mayor que 5 uM. EL analisis por SPR de la unién de IgG2-C219S-G1.1f a FcRn humano mostré unién dependiente
de pH (fuerte a pH 6 y union débil con disociacion rapida a pH 7,4).

Se encontrd que las preparaciones recombinantes con frecuencia carecen de Lys C-terminal de la cadena pesada.
Por ejemplo, el 97 % de las cadenas pesadas del anticuerpo CD73.4.19G2-C219S-G1.1f carecian de la lisina C-
terminal. Determinadas preparaciones tenian pyro-Q en la Q (glutamina) N-terminal de la cadena pesada. Por
ejemplo, el 94 % de la glutamina N-terminal de la cadena pesada del anticuerpo CD73.4.19G2-C219S-G1.1f era
pyro-Q.

Ejemplo 3: Caracteristicas de unién de los anticuerpos anti-CD73

A. Resonancia de plasmon superficial (SPR)

Se estudiaron las cinéticas de union a CD73 y la afinidad mediante resonancia de plasmon superficial (SPR) usando
un instrumento Biacore T100 (GE Healthcare) a 25 °C.

Un formato experimental ensayo la unién del dominio N-terminal de hCD73 (que consistia en los restos 26-336 de la
CD73 humana; denominado N-hCD73) a anticuerpos que se capturaron sobre superficies de proteina A
inmovilizadas. Para estos experimentos, la proteina A (Pierce) se inmovilizd a una densidad de 3.000 - 4.000 RU
sobre células de flujo 1-4 de un chip sensor CM5 (GE Healthcare) usando el compuesto quimico convencional
etil(dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC)/ N-hdroxisuccinimida (NHS), con bloqueo de etanoamina, en un tampon
de ejecucion de HEPES 0,01 M pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, tween 20 al 0,005 % v/v. Los experimentos
cinéticos se realizaron primero capturando anticuerpos (5-10ug/ml) sobre las superficies de la proteina A usando un
tiempo de contacto de 30 s a 10ul/min, con unién de N-hCD73-his 600, 200, 66,7, 22,2, 7,4, y 2,5 nM, usando 180 s
de tiempo de asociacion y 360 s de tiempo de disociacion a una tasa de flujo de 30 ul/min. El tampdn de ejecucion
para los experimentos cinéticos era de fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 130 mM, Tween 20 al 0,05 %, pH
7,1. Las superficies se regeneraron después de cada ciclo usando dos pulsos de 30 s de glicina 10 mM pH 1,5 a una
tasa de flujo de 30 pl/min. Los datos del sensograma eran doblemente referenciados y a continuacion se fijaron a un
modelo 1:1 Langmuir usando el programa informatico v2.0.4 de Biacore T100, para determinar la constante de la
tasa de asociacion (ka), la constante de la tasa de disociacion (kd), y la constante de disociacion en equilibrio (KD).

Los resultados se muestran en la Tabla 10. La tabla compila los datos de los diferentes experimentos. Para los
anticuerpos para los cuales se muestran dos o mas conjuntos de nimeros, cada conjunto corresponde a datos
obtenidos en un experimento separado.

Tabla 10.

Cinéticas de union de mAb de CD73 a N-hCD73-his (hCD73(26-336)His) a 25 °C
mAb Fc ka (1/Ms) kd (1/s) KD (nM)
11F11 IgG2 2,6E+05 4,2E-04 1,6

2,9 E+05 1,6:E-04 0,56
4C3 IgG1 2,2E+04 2,4E-03 110
2,4 E+04 2,2:E-03 92
4D4 IgG2 8,2E+04 7,7E-04 9,4
7,9 E+04 4,9:E-04 6,2
10D2 lgG4 6,1E+05 9,5E-04 1,6
11A6 IgG1 5,5E+04 7,6E-03 140
1H9 IgG1 3,3E+05 9,3E-04 2,8
24H2 lgG4 2,3E+05 3,2E-03 14
5F8 IgG1 1,5E+05 6,0E-03 41
6E11 IgG1 5,7E+04 1,4E-03 25
7A11 IgG1 8,8E+05 3,8E-04 0,43
CD73.4 IgG1.1f 4,2E+05 3,9:E-04 0,92
CD73.4 IgG2-C219S 2,9 E+05 1,6:E-04 0,55
2,8 E+05 3,3:E-04 1,2
2,9 E+05 3,7:E-04 1,3
3,5 E+05 4,4:E-04 1,2
CD73.4 IgG2-C219S-IgG1.1f 3,1 E+05 3,5:E-04 1,1
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(continuacion)

Cinéticas de union de mAb de CD73 a N-hCD73-his (hCD73(26-336)His) a 25 °C
mAb Fc ka (1/Ms) kd (1/s) KD (nM)
3,3 E+05 1,4:E-04 0,43
3,1 E+05 1,3:E-04 0,42
3,2 E+05 1,5:E-04 0,47
3,1 E+05 4,1:E-04 1,4
2,7 E+05 3,8:E-04 1,4
3,0 E+05 4,1:E-04 1,4
3,1 E+05 4,2:E-04 1,3
3,2 E+05 4,3:E-04 1,3
2,9 E+05 4,0:E-04 1,4
CD73.10 IgG1.1f 2,7 E+05 1,3:E-03 4,7
CD73.10 IgG2-C219S 2,2 E+05 1,4:E-03 6,2
2,2 E+05 1,8:E-03 8,3
CD73.10 IgG2-C219S-IgG1.1f 2,4 E+05 1,4:E-03 5,7
2,3 E+05 1,60E-03 6,8
CD73.3 IgG1.1f 1,6 E+04 3,6:E-03 220
CD73.11 IgG2-C219S 8,0 E+04 2,8:E-04 3,5
7,9 E+04 5,1:E-04 6,5
CD73.6 IgG1.1f 3,7 E+05 2,5:E-04 0,68
CD73.6 IgG2-C219S-IgG1.1f 3,0 E+05 2,2:E-04 0,72

La Kp en la tabla es la Kp monovalente, es decir, La Kp de la unién de los anticuerpos a la porciéon N-terminal de
CD73 humana, la cual es monovalente.

La mutacion G54S se tolera y parece que incrementa ligeramente la afinidad, con la eliminacién del sitio de
isomerizacién DG previsto. La mutacion L52W parece causar una disminucion en la afinidad de aproximadamente 10
veces. Las variantes 4D4 tienen secuencias de CDR3 unicas y diferentes cinéticas (asociacion mas lenta en
comparacion con moléculas 11F11).

La Kp media de 10 experimentos para CD73.4-lgG2-C219S-IgG1.1f es 1,1 £ 0,4 nM. La mutacion T25A relativa a
11F11 no afecta la afinidad.

Los resultados muestran que todos los anticuerpos anti-CD73 se unen a CD73 humana con buena afinidad y tienen
una tasa de disociacion lenta.

Los resultados de los estudios de unién indican que la actividad de uniéon se mantuvo después de la introduccién de
mutaciones en 11F11, 4C3 o 4D4, o cambio de isotipo, aunque algunos anticuerpos tenian afinidad reducida en
relacion al anticuerpo original (es decir, 11F11, 4C3 o 4D4). En particular, CD73.10 (T25A,L52W,G54E) tiene una
tasa de disociacion mas rapida que CD73.4 (T25A) o CD73.11 (4D4). La comparacion con todas las moléculas de
IgG2 indica que 11F11 y CD73.4 (11F11-T25A) tienen la afinidad de CD73 monovalente mas alta (KD = 1,1 nM %
0,4 nM). CD73.10 (11F11-T25A, L52W, G54E) tienen afinidad de CD73 aproximadamente 10 veces menor que
11F11 o CD73.4. Esto sugiere que las mutaciones de L52W o G54E o ambas reducen la afinidad de CD73 cuando
junto con oftras secuencias de 11F11. 4D4 y CD73.11 tienen afinidad comparable con CD73.10 (KD
aproximadamente 5 nM), pero diferentes cinéticas. Se cree que el epitopo 4C3 incluye regiones de dominios N y C-
terminales de CD73, por lo tanto, la KD medida para un dominio N-terminal aislado es débil (KD = 100-200 nM).

También se investigd la union de CD73.4-19G2-C219S-IgG1.1f a CD73 cyno. Se compardé la especificidad de
CD73.4-IgG2- C219S-IgG1.1f para la union a CD73 de mono cynomolgus con la de la unién a CD73 humana por
resonancia de plasmon superficial (SPR) usando un instrumento Biacore T100 (GE Healthcare) a 25 °C. El dominio
extracelular de longitud completa de o bien CD73 humana (que consistia en los restos 27-547 de CD73 humana
unidos a una etiqueta His, denominado hCD73-his) o CD73 de cynomolgus (que consistia en los restos 27-547 de
CD73 de cynomolgus unidos a etiqueta His, denominado cy-CD73-his) se ensayaron para la unién a anticuerpos que
se capturaron sobre superficies de proteina A inmovilizadas. Para estos experimentos, la proteina A (Pierce) se
inmovilizé a una densidad de 3.000 - 4.000 RU sobre células de flujo 1-4 de un chip sensor CM5 (GE Healthcare)
usando el compuesto quimico convencional etil(dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC)/ N-hdroxisuccinimida (NHS),
con bloqueo de etanoamina, en un tampon de ejecucion de HEPES 0,01 M pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, tween
20 al 0,005 % v/v. Los experimentos se realizaron primero capturando anticuerpos (5-10ug/ml) sobre las superficies
de la proteina A usando un tiempo de contacto de 30 s a 10 ul/min, con unién a N-hCD73-his 600, 200, 66,7, 22,2,
7,4,y 2,5 nM o cyno-CD73-his, usando 180 s de tiempo de asociacion y 360 s de tiempo de disociacién a una tasa
de flujo de 30 ul/min. EI tampdn de ejecucion de estos experimentos era fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio
130 mM, Tween 20 al 0,05 %, pH 7,1. Las superficies se regeneraron después de cada ciclo usando dos pulsos de
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30 s de glicina 10 mM pH 1,5 a una tasa de flujo de 30 pl/min.

Los resultados, los cuales se muestran en la Figura 19, indican que CD73.4-lgG2-C219S-IgG1.1f se une con
afinidad similar y cinéticas a CD73 cyno y humana. CD73.4-1I9G2-C219S-IgG1.1f se une a dimero de CD73 humano
y cyno de longitud completa con una KD de menos de 1 nM. Se observé reactividad cruzada no significativa de
CD73.4-1gG2-C219S-IgG1.1f a CD73 de ratdn o rata.

Las cinéticas y la afinidad de un fragmento Fab aislado del anticuerpo 11F11 también se evalu6 por SPR. En estos
experimentos, el dominio Fab de un anticuerpo anti-6xHis se inmovilizé sobre un chip sensor CM5 usando EDC/NHS
a una densidad de -3.000 RU. Se capturé hCD73 de longitud completa a densidad de 10 RU en Fc2 (1 ug/ml hCD73-
his), la densidad de 40 RU en Fc3 (5ug/ml de hCD73-his) y 160 RU de densidad en Fc4 (20ug/ml hCD73-his),
usando un tiempo de contacto de 30 s a 10 ul/min. A continuacion, el fragmento Fab de 11F11 (purificado del
anticuerpo 11F11 reducido en L-cisteina escindido con pepsina) se ensayo para union a 400, 135, 44.4, 14.8, 4,9,
1.7, 0.55 nM, usando tiempo de asociacién de 180 s, tiempo de disociacion de 600 s a 30 ul/min, en un tampén de
ejecucion de fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 130 mM, Tween 20 al 0,05 %, pH 7,1. Las superficies se
regeneraron después de cada ciclo usando dos pulsos de 15 s de glicina 10 mM pH 2,0 a una tasa de flujo de 30
pl/min. Los datos del sensograma eran doblemente referenciados y a continuacion se ajustaron a un modelo 1:1
Langmuir usando el programa informatico v2.0.4 de evaluaciéon Biacore T100, para determinar la constante de la
tasa de asociacion (ka), la constante de la tasa de disociacion (kd), y la constante de disociacion en equilibrio (Kp).
Los resultados se muestran en la Tabla 11 de a continuacion.

Tabla 11.
Cinéticas de union de 11F11-Fab a superficie de hCD73-his a 25 °C

Densidad de superficie de hCD73-his (RU) | ka (1/Ms) | kd (1/s) | Kp (nM)

10 1,2E+06 | 8,7E-04| 0,73
40 1,2E+06 | 8,7E-04| 0,73
160 1,1E+06 | 8,5E-04 | 0,77

Por tanto, los resultados muestran que el fragmentos Fab de 11F11 tiene alta afinidad para hCD73 ((Kp de
aproximadamente 0,74 nM).

B. Unidén de anticuerpos de CD73 a células CD73 positivas

Las curvas de unién de titulacion se produjeron con anticuerpos de CD73 en Calu6 (expresores enddgenos de
CD73; linea celular de adenocarcinoma pulmonar humano), DMS114 (CD73 negativa; linea celular de cancer de
pulmén de célula pequefia humana), CHO-cynoCD73 (cynoCD73-transfectadas) y CHO-K1 (cynoCD73 negativa),
células que usan anti-lgG humana de cabra Alexa Fluor® 647 (H+L) como un anticuerpo secundario, Invitrogen Cat
N.°A-21445, usando el siguiente método: se pusieron en placa 100.000 células en 100ul de PBS+2 % FBS por
pocillo y se bloquearon durante 20 min. Usando una placa de 96 pocilllos profundos de fondo en U, volimenes de
anticuerpo y PBS+2 % FBS se combinaron como se dicta en la Tabla 12 de a continuacion.

Tabla 12.

Clon [Reserva)] (mg/ml) | [Cepa] (mg/ml) | Vol Ab (ul) | Vol TM (ul)
11F11 3,70 0,020 2,92 537,1
CD73.10-1gG1.1f 1,3 0,020 8,31 531,7
CD73.10-1gG2 1 0,020 10,80 529,2
CD73.10-I9G2CS-IgG1.1f 1 0,020 1-/80 529,2
CD73.4-1gG2 2,3 0,020 4,70 535,3
CD73.4-IgG2CS-IgG1.1f 2 0,020 5,40 534,6
CD73.4-1gG1.1f 2,3 0,020 4,70 535,3

Se realiz6 una dilucién serial 1:8 diluyendo un sexto del volumen (90 ul) en 450 ul de PBS+2 % FBS. La placa celular
se centrifugd durante 5 minutos a 1.500 rpm. Se afadié 100 ul de anticuerpo diluido por pocillo de la placa. Se
afiadié 100 ul de PBS+2 % FBS a todos los otros pocillos. Las placas se tifieron en hielo durante 45 min, se
centrifugaron a 1.500 rpm durante 5 min y se lavaron dos veces en 200 ul de PBS + 2 % FBS por pocillo. Los
pocillos que han recibido anticuerpo no conjugado, mas un pocillo no tefiido por linea celular, se resuspendieron en
100 ul de APC anticuerpo anti-secundario humano (20 ug/ml). 100 ul de PBS+2 % FBS se afiadieron a todos los
otros pocillos, y se tifieron en hielo durante 45 min. Las placas se centrifugaron a 1.500 rpm durante 5 min y se
lavaron en 200 ul de PBS+2 % FBS por pocillo. Las placas se lavaron de nuevo, se resuspendieron en 200 ul de
FBS al 2 % en PBS por pocillo y las muestras se trataron.
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Los resultados, los cuales se muestran en las Figuras 20A1, 20A2, 20B1, 20B2, 20C1, 20C2, 20D1, 20D2, y la Tabla
13, indican que todos los anticuerpos de CD73 se unen a células que se expresan de manera natural CD73 (células
calu6) y células CHO transfectadas para expresar cyno CD73, pero que los anticuerpos no se unen a células que no
expresan CD73 (DMS114 y CHO-K1). La CE50 de union obtenida para cada anticuerpo se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13.
Anticuerpo CE50 nM Calu6 | CE50 nM CHO-cynoCD73
11F11 0,78 0,58
CD73.10-gG1.1f 0,64 0,67
CD73.10-1gG2 0,85 1,24
CD73.10-1lgG2CS-IgG1.1f| 0,85 1,27
CD73.4-IgG2 0,49 0,34
CD73.4-lgG2CSs-IgG1.1f | 0,53 0,51
CD73.4-IgG1.1f 0,43 0,45

La CE50 de union de CD73.4-1gG2-IgG1.1f a lineas celulares tumorales humanas era de 0,5 nM (intervalo de 0,3 a
0,67 nM). La CE50 de union CD73.4-lgG2-1gG1.1f a células CHO transfectadas con CD73 cyno era de 0,3 nM
(intervalo de 0,1 a 0,5 nM).

También se determind la uniéon de anticuerpo CD73.4 a linfocitos B y T humanos. Se obtuvo sangre de dos
donantes, D316 y D329, de Immunsciences, BMS. Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se
aislaron con medios de gradiente de separacion celular de linfocito H. Se incubaron PBMC con anticuerpos CD73.4-
IgG2 marcados con FITC serialmente diluidos, CD73.4-IgG2-19G1.1f, o CD73.4-1gG1.1f, y se identificaron linfocitos B
y linfocitos T con anticuerpos marcados con fluorocromo para CD3 y CD20. Las células de ambos donantes se
agrupd para las muestras control no tefiidas y FMO (Fluorescencia meno uno). Los resultados, los cuales se
muestran en las Figuras 20E y F y la Tabla 14, indican que los anticuerpos se unen especificamente a linfocitos B y
T humanos.

Tabla 14: CI50 de unién de anticuerpos de CD73 a linfocitos By T

IC50 (nM) linfocitos B | IC50 (nM) linfocitos T
D316 mAb-CD73.4-1I9G2CS-1gG1.1f| 0,1648 0,1829
D316 mAb-CD73.4-1gG2 0,1588 0,1799
D316 mAb-CD73.4-1gG1.1f 0,0994 0,1263
D329 mAb-CD73.4-1I9G2CS-1gG1.1f| 0,1454 0,2406
D329 mAb-CD73.4-1gG2 0,07766 0,1348
D329 mAb-CD73.4-1gG1.1f 0,1356 0,2248

Ejemplo 4: Caracteristicas biofisicas de union de los anticuerpos anti-CD73

A. Cromatografia de exclusién por tamafio acoplada a un detector de dispersion de luz multidngulo en linea (SEC-

MALS)

El estado oligomérico de mAb de CD73 se examinaron por cromatografia de exclusién por tamafio acoplada a un
detector de dispersion de luz multiangulo en linea (SEC-MALS). Se realizaron separaciones isocraticas sobre una
columna Shodex PROTEIN KW-803 conectada a una Prominence Shimadzu UFLC en tampdn que contiene K;HPO4
200 mM, NaCl 150 mM, pH 6,8, que contiene Na azida al 0,02 % (0,1 um filtrada) que corre a 0,5 ml/min. Las
muestras se inyectaron en la columna usando un automuestreador SIL-20AC Prominence Shimadzu y los datos se
obtuvieron de tres detectores en linea conectados en serie: un espectrofotémetro por UV/vis de matriz de diodos
Prominence SPD-20AD seguido por un detector de dispersion de la luz multiangulo Wyatt miniDAWN™ TREOS a
continuaciéon un detector de indice refractario Wyatt Optilab T-rEX. Los datos (mostrados en la Tabla 15 de a
continuacion) se recogieron y se analizaron usando el programa informatico de Astra (Wyatt) and Labsolutions
(Shimadzu). Los resultados se muestran en la Tabla 15.

B. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La estabilidad térmica de mAb de CD73 se determind usando un instrumento de DSC capilar MicroCal (GE
Healthcare). Los anticuerpos se analizaron a una concentracion de 0,5-0,75 mg/ml en PBS pH 7,1. Para estabilizar
las condiciones de partida del instrumento de DSC y obtener un historial térmico consistente, se registraron multiples
barridos del tampdn solo en tanto en la célula muestra como en la de referencia antes del analisis de la muestra. Los
barridos de la muestra contenian mAb en la célula muestra y PBS pH 7,1 en la célula de referencia. Todos los
barridos se llevaron a cabo desde 10-110 °C a una tasa de barrido de 60/h usando un periodo de termostato preciclo
de 5 minutos. Los datos (como se muestran en la Tabla 15 de a continuacién) se analizaron usando el programa
informatico de analisis DSC MicroCal Origin Cap. Los barridos en blanco de tampdn-tampdn apropiados se restaron
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a los datos muestra-tampon, y los valores de la temperatura del punto medio de la transicion (Tm) se determinaron
ajustando los datos a un modelo de no 2 estados. Los resultados se muestran en la Tabla 15. Tm1, Tm2 y Tm3 son
las Tm para diferentes dominios en los anticuerpos.
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Los resultados muestran que todos los anticuerpos son mayormente monomeéricos y son estables.
Ejemplo 5: Inhibicion de la actividad enzimatica por anticuerpos anti-CD73

A. Inhibicién de la actividad enzimatica de CD73 unida a perla

Para valorar la inhibicion de la actividad enzimatica de CD73 unida a perla por anticuerpos anti-CD73, se usaron los
siguientes materiales y métodos:

Materiales

tampon TM: Tris 25 mM, MgCl, 5 mM en agua

Tampon fosfato de sodio 0,5 mM, pH8,0

Tampon de lavado (10 ml de fosfato de sodio 0,5 mM, pH 8,0; 10 ml de NaCl 5M; 34 ml de agua; 10 ul de Tween-20)
sal de adenosina 5'-monofosfato disodio, Sigma Cat N.° 01930-%G, 300 mM en tampén TM

Hidrato de sal de adenosina 5'-trifosfato disodio, Sigma Cat N.° A6419-1G, 100 MM en tampén TM rhCD73,
0,781 mg/ml de CD73 cyno, Sino Biological Inc Cat N.° 90192-C08H

perlas de etiqueta his magnéticas, Invitrogen Cat N.° 10103D

ensayo de viabilidad celular por luminiscencia CellTiter-Glo®, Promega Cat N.° G7572 mAbO, un anticuerpo no
relacionado que no se une a CD73

Métodos
Se condujo una dilucion serial 1:6 de los anticuerpos anti-CD73 enumerados en la Tabla 16 (concentracion maxima

10 ug/ml) combinando volumenes como los dictados en la Tabla 16 y diluyendo 3 veces (transfiriendo 225 ul en 450
ul de tampon TM). Todos los anticuerpos con bisagra de 1IgG2 contenian la mutacion C219S.

Tabla 16.
Clon [Reserva] (mg/ml) | [Estim] (mg/ml) | Vol Ab (ul) | Vol TM (ul)
mAbO 5,38 0,010 1,25 673,7
F3713.11F11.F3.A4 3,70 0,010 1,82 673,2
mAb-CD73.10-Vh-hHC-IgG1.1f 1,3 0,010 5,19 669,8
mAb-CD73.10-Vh-hHC-IgG2 1 0,010 6,75 668,3
mAb-CD73.10-Vh-hHC-IgG2-1gG1.1f 1 0,010 6,75 668,3
mAb-CD73.4-Vh-hHC-IgG2 2,3 0,010 2,93 672,1
mAb-CD73.4-Vh-hHCIgG2-1gG1.1f 2 0,010 3,38 671,6
mAb-CD73.4-Vh-IgG1.1f 2,3 0,010 2,93 672,1

Las perlas magnéticas (2 ul de perlas por muestra) se lavaron en 1 ml de tampdn de fosfato de sodio en un tubo de
microcentrifuga. Las perlas se sedimentaron con el iman y se resuspendieron en 400 ul de tampén TM. Para cada
especie de CD73: En un tubo separado, se combiné CD73 (75 ng por muestra) con TM para aumentar el volumen
hasta 400 ul. Se prepar6 un tercer tupo para perlas en blanco (no CD73). La suspension de perla se combiné con
solucion de rhCD73 y se mezclé sobre un agitador durante 5 min a temperatura ambiente. Las perlas se
sedimentaron con un iman y las perlas se lavaron en 1 ml de tampdn de lavado. Las perlas se sedimentaron con un
iman y se resuspendieron en tampdon TM (40 ul por muestra). Las perlas se transfirieron a placas de 96 pocillos de
PCR (40 ul por pocillo). Se afiadieron 200 ul de HuMab de CD73 serialmente diluido a placas y se mezclaron bien.
Las placas se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente. Se prepararon 700 ul de cada uno de ATP 400 uM
(8X) y AMP 1,2 mM (8X). 650 ul de cada uno se combinaron para producir una mezcla reserva 4X AMP/ATP. Las
perlas se sedimentaron y se lavaron dos veces con 200 ul de tampon TM por pocillo. Las perlas se sedimentaron de
nuevo y se resuspendieron en 30 ul de tampon TM. Los 30 ul de perlas se transfirieron a placas en blanco de 96
pocillos. Se afiadieron 10 ul de la 4x solucién de reserva de AMP/ATP (concentracion final AMP 150uM/ATP 50uM) y
se mezclaron. Se afiadieron 40 ul en pocillos control (concentracion final AMP 150uM y/o ATP 50uM. Las placas se
incubaron durante 15 min a 37 °C.

Los resultados se muestran en las Figuras 21A1, 21A2, 21B1, y 21B2, y la Tabla 17.

Tabla 17:
mAb Fc CE50 (nM)
11F11 IgG2 3,98
4C3 IgG1 3,63
4D4 IgG2 5,31
10D2 IgG1 6,94
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(continuacion)

mAb Fc CE50 (nM)
11A6 IgG1 3,12
24H2 IgG1 4,18
5F8 IgG1 5,76
6E11 IgG1 3,71
7A11 IgG1 2,86
CD73.4 |1gG1.1f 3,25
CD73.4 |1gG2-C219S 2,72
CD73.4 |1gG2-C219S-IgG1.1f| 2,97
CD73.10| 1gG1.1f 4,69
CD73.10| 1gG2-C219S 7,54
CD73.10 | 1IgG2-C219S-IgG1.1f| 4,84

Los resultados de la inhibicién enzimatica de CD73 cyno se exponen en la Tabla 18.

Tabla 18:
mAb Fc CE50 (nM)
CD73.4 |1gG1.1f 7,123
CD73.4 |1gG2-C219S 3,658
CD73.4 |1gG2-C219S-IgG1.1f| 4,572
CD73.10| 1gG1.1f 10,2
CD73.10| 1gG2-C219S 8,783
CD73.10| 1gG2-C219S-IgG1.1f| 9,935

Los resultados muestran que los anticuerpos inhiben dependientemente de la dosis la actividad enzimatica de CD73
humana. CD73.4.1gG2-C219S-IgG1.1f tiene una CE50 de 2,97 (intervalo de 2,9 a 3,1 nM) en el ensayo de inhibicién
de enzima CD73 humana recombinante. CD73.4.19G2-C219S-IgG1.1f tiene una CE50 de 3,7 (intervalo de 1,6 a 12,6
nM) en el ensayo de inhibicién de enzima CD73 humana recombinante. Por tanto, todos los anticuerpos para CD73
ensayados inhiben la actividad enzimatica de CD73 humana y cyno unida a perla.

B. Inhibicién de la actividad enzimatica de CD73 en células Calu6

La muestra describe la valoracion de células Calu6 (CD73 positivas) y células DMS-114 (CD73 negativas) para la
desfosforilacién de CD73 de AMP después del tratamiento con anticuerpos anti-CD73.

Materiales:

anticuerpos de CD73; véase la tabla de a continuacién

Anticuerpo control MabO, 5,38 mg/mi

tampon TM: Tris 25 mM, MgCl, 5 mM en agua

sal de adenosina 5'-monofosfato disodio, Sigma Cat N.° 01930-5G, 300 mM en tampén TM

Hidrato de sal de adenosina 5'-trifosfato disodio, Sigma Cat N.° A6419-1G, 100 MM en tampéon TM rhCD73,
0,781 mg/ml

ensayo de viabilidad celular por luminiscencia CellTiter-Glo®, Promega Cat N.° G7572

Métodos:

Los anticuerpos se diluyeron serialmente combinando voliumenes de anticuerpos purificados y PBS como se dicta en
la Tabla 19 de a continuacién en una placa de 96 pocillos de fondo en U. Se realizaron diluciones seriales 1:6 con
los anticuerpos (concentracion maxima 25 ug/ml, 300 ul) y diluciones 5 veces, transfiriendo 60 ul en 240 ul de PBS, .
Todos los anticuerpos con bisagra de IgG2 contenian la mutacién C219S.

Tabla 19.
Clon Conc (mg/ml) | Vol Ab (ul) | Vol PBS (ul)
mAbO 5,38 1,39 298,6
F3713.11F11.F3.A4 3,70 2,03 298,0
mAb-CD73.10-Vh-hHC-IgG1.1f 1,3 5,77 2942
mAb-CD73.10-Vh-hHC-IgG2 1 7,50 2925
mAb-CD73.10-Vh-hHC-IgG2-1gG1.1f 1 7,50 2925
mAb-CD73.4-Vh-hHC-IgG2 2,3 3,26 296,7
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(continuacion)

Clon Conc (mg/ml) | Vol Ab (ul) | Vol PBS (ul)
mAb-CD73.4-Vh-hHC-IgG2-IgG1.1f 2 3,75 296,3
mAb-CD73.4-Vh-hHC-IgG1.1f 2,3 3,26 296,7

Las células se recogieron con Versene y se recontaron. La placas se sembraron, se centrifugaron a 1.500 rpm
durante 5 min y se resupendieron en 100 ul de anticuerpo serialmente diluido. Todos los otros pocillos se
resuspendieron en 100 ul de PBS. La incubacioén era a 37 °C durante 20 min. Se prepard 15 ml de una reserva 180
uM de AMP en tampén TM.

Las placas se centrifugaron a 1.500 rpm durante 5 min y se lavaron una vez con 200 ul de PBS/pocillo. Las placas
se centrifugaron de nuevo y se resuspendieron en 100 ul de AMP. Todos los otros pocillos se resuspendieron en 100
ul de tampon TM. Las células se incubaron con AMP durante 60 min a 37 °C. Se preparé 7,5 ml de una reserva 60
uM de ATP en tampon TM. Las placas se centrifugaron a 1.500 rpm durante 5 min y 50 ul del sobrenadante se
transfirié a una placa de 96 pocillos en blanco. Se afadié 50 ul de ATP. Se afadié rhCD73 a determinados pocillos a
75 ng por pocillo como un control positivo. Los pocillos que no recibieron rhCD73 se rellenaron hasta 100 ul con
tampon TM. La concentracion final era de 90 uM de AMP: 30 uM de ATP. La incubacién era de 37 °C durante 15
min. Para el ensayo CellTiterGlo (el cual detecta ATP), se afiadié 100 ul por pocillo y se hizo la lectura de la placa.

Los resultados, los cuales se muestran en las Figuras 22A1, 22A2, 22B1, 22B2, y la Tabla 20, indican que los
anticuerpos anti-CD73 inhiben la desfosforilacion de AMP (o reducen el procesamiento de AMP) en las células Calu6
CD73 positivas humanas, pero no afectan a las células DMS114 CD73 negativas. La CE50 para el bloque de CD73
celular endégena en la linea de célula tumoral humana Calu6 del anticuerpo CD73.4-IgG2S-1gG1.1f es de 0,39 nM
(intervalo de 0,31 a 0,48 nM). Estos experimentos se repitieron en células NCI-H292 (linea celular de carcinoma
mucoepidermoide) y SK-MEL-24 (linea celular de melanoma humano) y los resultados son similares (Tabla 20).

Tabla 20:
Anticuerpo | CE50 union CE50 inhibicion CE50 inhibicion CE50 inhibicion CE50 inhibicion
Calu6 ' (nM) enz.? (nM) Calu6 3 (nM) SKMEL24 3 (nM) H292 3 (nM)
11F11 0,78 3,980 0,70 3,15 0,81
4C3 2,00 3,63 3,43 13,29 4,48
4D4 0,82 5,31
11A6 1,93 3,12 2,21
5F8 11,65 5,76 8,10 110,19 13,46
7A11 0,35 2,86 0,95 3,72 1,31
24H2 4,18
10D2 6,94
6E11 0,63 3,71 1,54 3,43 1,34
CD73.4- 0,49 2,72 0,34
IgG2CS
CD73.4- 0,43 3,25 0,37
IgG1.1f
CD73.4- 0,53 2,97 0,39
IgG2S-
IgG1.1f
CD73.10- |0,85 4,84 0,77
IgG2S-
IgG1.1f
CD73.10- | 0,64 4,69 0,77
IgG1.1f
CD73.10- |0,85 7,54 0,84
IgG2S
" Valoracién de la union sobre células Calu6 con expresion de CD73 endogena. Los anticuerpos se ensayaron
en 2-6 experimentos independientes, y se indica el valor promedio.
2 Datos de la Seccion A de este Ejemplo. Los anticuerpos se ensayaron en 1-5 experimentos independientes, y
se indica el valor promedio.
3 Inhibicion de la actividad de CD73 celular en la linea celular indicada. Los anticuerpos se ensayaron en 2-4
experimentos independientes, y se indica el valor medio.

C. Inhibicién de la actividad enzimatica de CD73 en un ensayo de cAMP de linea celular dual ensayo de cAMP de
fluorescencia homogénea resuelta en tiempo (HTRF)

Los anticuerpos de CD73 se diluyeron en serie con tampén PBS que contenia BSA al 0,2 % y se coloco en placa 5
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pl/pocillo en proxiplaca de fondo blanco de 384 pocillos (PerkinElmer, Waltham, MA). Las células Calu-6 se
recogieron y resuspendieron en PBS que contenia BSA al 0,2 %, a continuacion, se afiadieron 5 pl de células (300
células/pocillo) a la placa. Las células se incubaron con anticuerpos durante 10 min a 37 °C CO; al 5 % y humedad
al 95 %, seguido por la adicién de 5 yl/pocillo de AMP 80 mM. Las células ademas se incubaron con AMP durante
30 minutos a 37 °C. Durante este tiempo, las células HEK293/A2AR se recogieron y se diluyeron a 0,4 millones/ml
en PBS que contenia BSA al 0,2 %. Se afiadieron dentro de la placa de ensayo a 5 pl/pocillo y se continuaron
incubando a 37 °C durante 1 h. Se realizaron ensayos de HRTF usando el kit de detecciéon de cAMP HiRange de
fluorescencia homogénea resuelta en tiempo homogénea (HTRF) (Cisbio, Bedford, MA) afiadiendo 10 ul/pocillo de
d2 cAMP conjugado y 10 ul/pocillo de criptato de europio conjugado con anticuerpo anti-cAMP en tampén de lisis
segun con las instrucciones del fabricante. Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 60 minutos y las
sefiales de la transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) (665 y 615 nM) se leyeron usando un
lector de placa Envision (PerkinElmer, Waltham, MA). La sefial de FRET se calculé como la proporcién de sefial de
los canales de 665 nm (aceptor) y 615 nm (donante) y se multiplicé por 10.000. Se midieron Clsp € Ymax. Se
determind Ymax comparando con 100 nM de dosis de 11F11 como maximo interno. Se determinaron todos los
calculos como un porcentaje de inhibicion en comparacion con este control, los cuales hacian el 100 %.

Los resultados, los cuales se muestran en la Tabla 21, indican que los mAb anti-CD73 demostraron diferentes
eficacias y potencias en este ensayo de cAMP usando un sistema de cultivo conjunto de linea celular. Todos los
anticuerpos mostraron alguna reduccion en la produccion de adenosina, y el alcance de la inhibicion era similar para
la mayoria de los anticuerpos seleccionados. La mayor inhibicion se vio para 11F11, 11A6, 4C3 y 5F8.

Tabla 21:
Sustancia | IC50 (nM) | Ymax
APCP 1,29 97
11A6 4,87 84
5F8 13,17 80
4C3 9,02 80
11F11 0,75 76
7A11 0,95 45

Los ensayos de inhibicion enzimatica también se condujeron con Fab y F(ab'), de 11F11. Los resultados, los cuales
se muestran en la Figura 22C, indicaron que la inhibicidon enzimatica ocurrié con el fragmento F(ab'),, pero no con el
fragmento Fab. Por tanto, no se requiere la region Fc para la inhibicion enzimatica de 11F11, pero se requiere
bivalencia.

La inhibicién enzimatica en las células Calu6 también se determiné para los anticuerpos CD73.4 que comprendian
regiones constantes de la cadena pesada, los cuales se muestran en la Tabla 26, usando el ensayo de cAMP
anteriormente descrito. Los resultados, en términos de CE50 y el nivel de inhibicion frente a lo anterior ("S:B") se
proporcionan en las ultimas columnas de la Tabla 28. Los resultados indican que todos los anticuerpos CD73.4
inhiben la actividad enzimatica de CD73 en las células Calu6.

D. Trascurso de tiempo temporal la inhibicion de la actividad enzimatica de CD73

La inhibicion de la actividad enzimatica también se evalué en un trascurso temporal evaluando la generacion de
adenosina por LC/MS/MS. Se incubaron células Calu6 con 11F11 o 4C3 durante 30 minutos, 2 horas o 4 horas,
seguido de la adicion de 50 yM de AMP y la evaluacion de la produccion de adenosina mediante LC/MS/MS usando
métodos convencionales.

Condiciones de espectrometria de masas (Xevo TQ-S):

Instrumento: Xevo TQ-S (con Waters 2777C)

Tune = CD73_adenosna_MRM _tune2.ipr

lonizacion: (+) ESI Temperatura de desolvatacion (°C): 500
capilaridad (kV): 0,9 Gas de desolvatacion (L/Hr): 1000
Cono (V): véase a continuacion Gas de cono (L/Hr): 150

Salida de la fuente V): 50 Nebulizador (Bar): 7,0

Resolucion de LM 1: 2,81 Resolucion de HM 1: 15,00

Resolucion de LM 2: 2,93 Resolucion de HM 2: 15,00

Energia ionica 1: 0,4 Energia ionica 2: 0,9

Flujo de gas de colision (ml/min): 0,15 Colision: véase a continuacion

La muestra se desecho durante los primeros 0,5 min
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(continuacion)
Tune = CD73_adenosna_MRM _tune2.ipr

Waters Xevo TQ-S Numero de serie: WAA021

Los resultados, los cuales se muestran en la Figura 22D, indican que el tiempo de incubacién hace una diferencia en
el momento de 30 min y que la inhibicién por 11F11 ocurre mas rapidamente que por 4C3. Aunque ambos
anticuerpos alcanzaron la misma inhibicion en momentos mas tardios, el anticuerpo 11F11 inhibe mas rapidamente
la actividad enzimatica de CD73.

Ejemplo 6: Internalizacion de CD73 mediada por anticuerpo

La internalizacién de CD73 mediada por anticuerpo anti-CD73 se midié de dos maneras diferentes.

A. Ensayo de internalizacién de alto contenido (ensayo de tiempo fijado de 2 horas)

Los anticuerpos anti-CD73 se usaron para ensayar la internalizacion de CD73 dependiente de anti-CD73 en células
Calu6 valorando la expresién celular después de 2 horas de incubaciéon de anticuerpo. Se colocaron las células
(2.000 células/pocillo) en 20 yl de medio completo (Gibco RPMI Media 1640 con 10 % de suero bovino fetal
inactivado por calor) en placa 384 BD Falcon y se cultivaron durante una noche a 37 °C CO; al 5 % y humedad al 95
%. Los anticuerpos anti-CD73 se diluyeron serialmente con tampoén PBS que contenia BSA al 0,2 % y se afiadieron
a 5 pl/pocillo en la placa celular. Las células se incubaron con anticuerpos durante 2 horas a 37 °C CO; al 5 % y
humedad al 95 %, seguido de lavado una vez con tampoén PBS. A continuacion, se afiadié formaldehido (4 % final en
PBS) en placa celular a 20 ul/pocillo, y la placa se incubé a temperatura ambiente durante 10 minutos, Después, se
aspird todo el liquido y las células se recogieron una vez con 30 ul de PBS. El anticuerpo de deteccion (2,5 pg/pocillo
de anticuerpo anti-CD73 CD73.10.19G2C219S) se afiadié a 15 ug/pocillo en la placa celular fijada. Las células se
incubaron a 4 °C durante una noche. Al dia siguiente, la placa se lavé dos veces con tampén PBS, seguido de la
adiciéon de anticuerpo secundario que contenia anti humano de cabra Alexa-488 y DAPI, se tifié durante 1 hora a
temperatura ambiente. Después de 3 lavados en tampon PBS, se realizé imagen de la placa en Arraysean Viti
(Cellomics, Pittsburgh, PA), Se midieron Clsp e Ymax. Se determind Ymax comparando con 100 nM de dosis de
11F11 como maximo interno. Se determinaron todos los calculos como un porcentaje de internalizacion en
comparacion con este control, los cuales hacian el 100 %.

Los resultados se proporcionan en la tabla 22.

Tabla 22:
mAb region constante ECI'ase CE50 (nM) | Ymax
pitopo
11F11 IgG2 1 0,58 98
4C3 IgG1 2 ND NA
4D4 IgG2 1 0,38 104
10D2 IgG1 1 ND 29
11A6 IgG1 1 ND NA
24H2 IgG1 1 8,2 51
5F8 IgG1 2 ND NA
6E11 IgG1 1 ND NA
7A11 IgG1 1 2,59 50
CD73.4 1gG2-C219S-IgG1.1f |1 1,2 97
CD73.10 |IgG1.1f 1 6,18 64
CD73.10 [1gG2-C219S 1 0,67 99
CD73.10 |1gG2-C219S-IgG1.1f |1 0,87 99
ND = No detectado
NA=no aplicable

Por tanto, los resultados indican que la CE50 de la internalizacion de CD73 mediada por CD73.4.lgG2-C219S-
IgG1.1f en la linea celular de expresion de CD73 humana Calu6 era de 1,2 nM, y que el nivel maximo de
internalizacion en la linea celular era de 97,5 %.

Los ensayos de internalizacién también se condujeron con Fab y F(ab'), de 11F11. Los resultados, los cuales se
muestran en la Figura 22C, indicaron que la internalizacion ocurria con el fragmento F(ab')2, pero no con el
fragmento Fab. Por tanto, no se requiere la region Fc para la internalizacion de 11F11.

Los estudios de internalizacién cinética se realizaron para valorar la tasa de internalizacién. Se colocaron las células
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(2.000 células/pocillo) en 20 yl de medio completo (Gibco RPMI Media 1640 con 10 % de suero bovino fetal
inactivado por calor) en placa 384 BD Falcon y se cultivaron durante una noche a 37 °C CO; al 5 % y humedad al 95
%. Se diluyeron anticuerpos de CD73 con tampdn PBS que contenia BSA al 0,2 % a 10 yg/ml y se afiadi6é 5
pl/pocillo en la placa celular. Las células se incubaron con anticuerpos durante 0-2 horas de trascurso temporal a 37
°C, seguido de lavado una vez con tampon PBS. Las células posteriormente se fijaron con formaldehido (4 % final en
PBS) a temperatura ambiente durante 10 minutos, y a continuacién se lavaron una vez con 30 ul de PBS. El
anticuerpo de deteccion (2,5 pg/pocillo de anticuerpos anti-CD73 CD73.10.1gG2C219S) se diluyeron con tampon
PBS que contenia BSA al 0,2 %, y afiadié 15 pl/pocillo en la placa celular fijada. La placa se incubé a 4 °C durante
una noche. Al dia siguiente, después de 3 lavados en tampoén PBS, se afiadieron anticuerpo secundario anti humano
de cabra Alexa488 con DAPI. Las células se tifieron durante 60 minutos a temperatura ambiente, después de 3
lavados, se adquirieron imagenes usando Arrayscan Vti (Cellomics, Pittsburgh, PA). Los resultados se proporcionan
en las Figuras 23A-23D y las Tablas 23 y 24. Los valores en la Tabla 24 derivan de los datos mostrados en las
Figuras 23A-D.

Tabla 23:
Linea Tipo de célula 11F11(1gG2) T, 6E11 1T CD73.10.19G1.1f
celular (min) (min) T1/2 (min)
Calu6 Adenocarcinoma de pulmén 3,9 60,9 14,4
humano
HCC44 Carcmomfx de pulmén de célula 33 27.9 235
no pequefna
H2030 Carcmomfx de pulmén de célula 33 403 18,3
no pequena
He47 Carcmomfx de pulmén de célula 45,7 N/A N/A
no pequena
H2228 Carcmomfx de pulmén de célula 10,9 36,5 357
no pequena
HCCA5 Carcmomfx de pulmén de célula 2.2 84.4 37.9
no pequena
SKLU1 Adenocarcinoma de pulmén 6,8 18,0 17,2
SKMES1 Melanoma 2,2 62,8 32,3
SW900 Carcinoma de pulmoén de células 10,3 94.9 434
escamosas
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Los resultados indican que los anticuerpos clase 1(11F11 y sus derivados CD73.4 y CD73.10) mostraron unos
buenos valores de internalizacion CEso y maximo (97,5 %), aunque algunos anticuerpos se internalizaron mas que
otros. 11F11 era el mas activo e internalizado en minutos, alcanzando una meseta en los 30 minutos, mientras que
6E11 (también un anticuerpo clase 1, IgG1) se internalizd mas lentamente, alcanzando una meseta a
aproximadamente 1 h (Figuras 23A-D). Los anticuerpos clase 2 (5F8 y 4C3) no se internalizaron significativamente.
Ademas, la presencia de bisagra de IgG2 y el dominio CH1 aumentaron la velocidad y el alcance de internalizacion.
La tendencia se observo en diversas lineas celulares (Figuras 23A-D y Tabla 24).

B. Internalizacion medida por citometria de flujo

La internalizacion de CD73 mediada por anticuerpo anti-CD73 también se ensay6 mediante citometria de flujo. Las
células indicadas se incubaron con 10 pug/ml del anticuerpo indicado durante 30 minutos en hielo, se lavaron varias
veces, y se transfirieron a 37 °C durante el tiempo indicado. Las células se recogieron en el mismo momento
después del tiempo de incubacion indicado. Las células se tifieron con anticuerpo primario de nuevo (el mismo
anticuerpo usado para la incubacion inicial) seguido de anticuerpo secundario anti humano. A continuacion, se valoré
la expresion de CD73 en las células mediante citometria de flujo.

Los resultados, los cuales se muestran en las Figuras 23E y la Tabla 25, son coherentes con los obtenidos en los
ensayos de internalizacion anteriormente descritos, e indican que, todos los anticuerpos con bisagra de 1IgG2 y CH1
indujeron rapida y completa internalizacién. Los niveles de CD73 permanecieron bajos después de 22 horas
después del lavado, indicando que la internalizacién es duradera.

Se obtuvieron resultados similares, mostrados en la Figura 23F y la Tabla 25, en la linea celular NCI-H292, en la que
el anticuerpo se mantuvo en cultivo durante el tiempo de incubaciéon (no lavado). De nuevo, estos datos indican
internalizacion rapida y significativa y mantenimiento de la regulacién por disminucion de CD73 enddgena.

Los ensayos de internalizacién también se condujeron con las células humanas SNU-C1 (linea celular de cancer de
colon) y NCI-H1437 (linea celular de carcinoma de pulmén de célula no pequefia. Los resultados, los cuales se
muestran en las Figuras 23l y J y la Tabla 25, también indican rapida internalizacion con un nivel maximo alcanzado
en 5 horas y un nivel maximo de internalizacion de aproximadamente el 50 % para CD73.4.19G2-C219S-IgG1.1f en
SNU-C1y el 60 % para las células NCI-H1437. Las Figuras 23G y H muestran cinéticas similares de internalizacion
de CD73.4.1gG2-C219S-IgG1.1f en células Calu6 y NCI-H292. Para las graficas, las cuales muestran el % de CD73
internalizada, este nimero se obtuvo como sigue:

IFMt:x - IFMoriginal

0 i P — _
% CD73 internalizada = 100 (IFMt: o~ IFMyriginar

x100)

en la que para cada anticuerpo, IFMi=x es la IFM a un momento dado y IFMi= es la fluorescencia maxima a t=0 y
IFMloriginal €S la IFM del anticuerpo secundario solamente.
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Los ensayos de internalizacion se condujeron en células Calu6 y H292 para discriminar ademas el papel del isotipo
sobre la internalizacion. Los ensayos de internalizacion se condujeron como se ha descrito anteriormente (protocolo
sin la etapa de lavado de los anticuerpos), y los anticuerpos de isotipos hibridos variantes mostrados en la Tabla 26
se mantuvieron en el cultivo a 10 yg/ml durante el tiempo de incubacion. Para los experimentos de citometria de
flujo, el método del Ejemplo 6B se adaptd a analisis de alto rendimiento en placas de 96 pocillos (en lugar de placas
de 48 pocillos) y con 50.000 células por pocillo.

La

Los resultados se muestran en las Figuras 23K, L, My en la Tabla 27 y 28. Los datos mostrados en la Tabla 27 se
generaron usando el mismo protocolo descrito en el Ejemplo 6B. Los datos mostrados en la Tabla 28 se generaron
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Tabla 26: Regiones constantes ensayadas con las regiones variables de CD73.4:

Construcciones

SEQ ID NO de la regiéon

Descripcion

constante

IgG1f 267 IgG1f tipo silvestre

IgG1.1f 272 IgG1.1f inerte convencional

1gG2.3 268 forma A de 1gG2(C219S)

1gG2.5 271 forma B de IgG2 (C131S)

1gG2.3G1-KH 270 CH1, bisagra superior y bisagra inferior/CH2 superior de
1gG2.3, todo lo demas IgG1f

1gG2.5G1-KH 279 CH1, bisagra superior y bisagra inferior/CH2 superior de
IgG2.5, todo lo demas IgG1f

1gG2.3G1-AY 269 CH1 y bisagra superior de 19G2.3, todo lo demas IgG1f

1gG2.5G1-AY 278 CH1 y bisagra superior de 19G2.5, todo lo demas IgG1f

IgG 1-G2.3G1- 282 CH1 de IgG1, bisagra superior y bisagra inferior/CH2

KH superior de 1gG2.3, todo lo demas IgG1f

IgG1-G2.3G1-AY 281 |C|E|;1‘|fde IgG1, bisagra superior de 19G2.3, todo lo demas
9

1gG2.3G1.1f-KH 273 CH1, bisagra superior y bisagra inferior/CH2 superior de
1gG2.3, todo lo demas IgG1.1f

1gG2.5G1.1f-KH 277 CH1, bisagra superior y bisagra inferior/CH2 superior de
IgG2.5, todo lo demas IgG1.1f

IgG1-deltaTHT 274 IgG1 con secuencia THT eliminada de la bisagra

1gG2.3-plusTHT 275 IgG2.3 con secuencia THT (de IgG1) afiadida en la bisagra

1gG2.5-plusTHT 280 IgG2.5 con secuencia THT (de IgG1) afadida en la bisagra

1gG2.3-plusGGG 276 IgG2.3 con secuencia GGG flexible afiadida en la bisagra

union de FcyR se muestra que es como se espera para cada construccion, es decir, la uniéon de FcyR esta
conducida por la regién bisagra inferior/CH2.

usando el mismo protocolo descrito en el Ejemplo 6A.

Tabla 27: Ymax y T4, de internalizacion de CD73 mediada por anticuerpo en células Calu6 y NCI-292

Calu6 NCI-H292

Ymax (%) T2 (h) Ymax (%) T2 (h)
mAb-CD73.4-IgG1f/IC-11F11-Vk2 55,72 0,8452 73,05 0,5014
mAb-CD73.4-1gG2.3G1-AY-pTT5-SP | 85,07 0,3326 90,25 0,272
mAb-CD73.4-19G2.3G1-KH 81,62 0,3962 91,61 0,2801
mAb-CD73.4-G1-G2.3-G1-AY 72,7 0,4229 84,51 0,3083
mAb-CD73.4-1gG2-deltaTHT 69,27 0,5652 83,63 0,3441
mAb-CD73.4-G1-G2.3-G1-KH 65,67 0,5674 83,29 0,343
mAb-CD73.4-1gG2.3-pluSTHT 81,19 0,3551 91,41 0,2935
mAb-CD73.4-19G2.3-plusGGG 81,72 0,3355 91,6 0,2712
mAb-CD73.4-1gG2.5 78,98 0,3485 89,56 0,3057
mAb-CD73.4-1gG2.5G1.1f-KH 79,63 0,3527 90,86 0,2993
mAb-CD73.4-1gG2.5G1-AY 81,91 0,2901 91,3 0,2452
mAb-CD73.4-19G2.5G1-KH 76 0,2837 90,75 0,256
mAb-CD73.4-1gG2.5plusTHT/IC 80,15 0,2869 89,6 0,2565
mAb-CD73.4-1gG2-C219S/IC 82,35 0,3725 88,91 0,2866
mAb-CD73.4-1gG2-C219S/IC 82,54 0,3639 87,66 0,2845
mAb-CD73.4-1gG1.1f+KI/IC 57,07 1,519 70,4 0,4969
mAb-CD73.4-1gG2CS-IgG1.1f 80,98 0,3508 90,35 0,2764
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Tabla 28: Internalizacion y caracteristicas de inhibicion enzimatica de CD73.4 con diversas regiones constantes en
células Calu6
Internalizacién Inhibicion de CD73

CD73_mAb_Clones Max Velocidad CE50 (nM) SB

1 CD73.4-IG1fIC-11F11-Vk2 + + 2,01 2
2 CD73.4-Vh-hHC-IgG2.3G1-AY-pTT5-SPS ++++ ++++ 2,37 56
3 CD73.4-Vh-hHC-1gG2.3G1-KH ++++ +++ 1,70 52
4 CD73.4-Vh-hHC-G1-G2.3-G1-AY ++ ++ 0,38 6
5 CD73.4-Vh-hHC-G1-G2.3-G1-KH ++ ++ 0,63 3
6 CD73.4-Vh-hHC-IgG1-deltaTHT ++ +++ 0,31 6
7 CD73.4-Vh-hHC-IgG2.3-plusTHT ++++ ++++ 1,54 33
8 CD73.4-Vh-hHC-IgG2.3-plusGGG ++++ ++++ 1,26 26
9 CD73.4-Vh-hHC-IgG2.5 ++++ ++++ 2,17 51
10 CD73.4-Vh-hHC-1gG2.5G1.1f-KH ++ ++++ 0,87 45
11 CD73.4-Vh-hHC-IgG2.5G1-AY +++ ++++ 0,43 52
12 CD73.4-Vh-hHC-IgG2.5G1-KH +++ ++++ 0,44 42
13 CD73.4-Vh-hHC-IgG2.5plusTHT/IC ++++ ++++ 0,90 44
14 CD73.4-Vh-hHC-IgG2-C219S/IC ++++ ++++ 1,56 28
15 CD73.4-Vh-hHC-IgG2-C219S/IC ++++ ++++ 1,78 41
16 CD73.4-Vh-hHC-IgG1.1f+K/IC + + 0,70 2
17 CD73.4-Vh-hHC-IgG2C219S-IgG1.1f ++++ ++++ 1,28 12

Las Figuras 23K, L y My las Tablas 27 y 28 indican que los anticuerpos que tienen una bisagra y el dominio CH1 del
isotipo IgG2 son los mas eficaces en conducir la internalizacién de CD73, mientras que los anticuerpos que tienen
una bisagra de IgG1 y domino CH1 corresponden a las curvas inferiores en la figura, es decir, alcance inferior de la
internalizacion. Ademas, los anticuerpos con solamente la bisagra de IgG2 tienen una internalizaciéon incrementada
en comparacion con una bisagra de IgG1 humana. Por tanto, los anticuerpos que tiene una bisagra y el dominio CH1
del isotipo 1gG2 tienen caracteristicas de internalizacion superiores en relacién con los anticuerpos con un isotipo
IgG1.

Por tanto, El anticuerpo anti-CD73 mAb-CD73.4-IgG2CS-IgG1.1f indujo rapida internalizacion dependiente sobre la
célula ensayada. El T1/2 para la internalizacion oscilé de minutos a por debajo de una hora. La mayoria de las lineas
celulares ensayadas tenian un T1/2 por debajo de 10 minutos. Se indujo una internalizaciéon casi completa para
algunas lineas celulares y todas las ensayadas tenian al menos una reduccién del 50 % en la expresion de CD73
superficial que generalmente alcanzaba niveles maximos en 5 horas, menos en algunos casos.

Los datos de SEC-MALS y DLS demostraron que complejos mas grandes se forma entre hCD73-his y los mAb que
contenian una bisagra de 1gG2 y region CH1 (1IgG2-C219S o 1gG2-C219S-IgG1.1f), en comparacion con aquellos
que contenian bisagra de IgG1 y region CH1 (IgG1.1f).

Ejemplo: 7: Inhibicion enzimatica de CD73 en tumores en modelos animales de xenoinjerto

Se trataron ratones portadores de tumores de Calué humana subcutaneos con CD73.10-IgG1.1, CD73.10-IgG2CS, o
CD73.10-19G2CS-1gG1.1 después de 7 dias de crecimiento. Los anticuerpos se dosificaron a 10 mg/kg IP. Los
tumores se recogieron en los dias 1, 2, 3 y 7 después de la administracion de anticuerpo, incrustados en OCT y
congelados rapidamente en isopentano helado. Los tumores incrustados en OCT se cortaron en secciones de 5-
6 um y se dejaron secar durante una noche a TA. Las secciones tumorales se fijaron durante 2,5 min con una
mezcla 1:1 de formalina tamponado con fosfato al 10 % fria y acetona a continuacién se preincubaron durante 1 h a
TA en tampoén Tris-maleato 50 mM, pH 7,4 que contenia CaCl2 2 mM y sacarosa 0,25 M. Después de 1 hora se
separ6 el tampén de preincubaciéon y se reemplazé por el mismo tampén sumplementeado con MnCl, 5 mM,
Pb(NO3)2 2 mM, 2,5 % de Dextrano T200, levamisol 2,5 mM, y AMP 1 mM. La reaccion enzimatica se llevé a cabo
durante 1 h a 37 °C. Después de un enjuague con agua DI, las secciones se incubaron durante exactamente 1 min
con 1 % de (NH4)2S seguido de un enjuague rapido en agua DI. Las secciones se contratifieron con hematoxilina, se
deshidrataron y se montaron con un medio de montaje basado en xilano. Un color marrén indica la presencia de
CD73 activa, mientras que la carencia de color marrén indica que la actividad enzimatica de CD73 estaba inhibida
por el anticuerpo.

Los resultados indican que CD73.10-IgG1.1, CD73.10-1IgG2CS, y CD73.10-IgG2CS-IgG1.1 inhiben la actividad
enzimatica de CD73 in vivo. Las secciones tefiidas representativas de los tumores de ratones tratados con el
anticuerpo CD73.10-IgG2CS-IgG1.1 se muestran en las Figuras 24A-E. Las secciones tefidas de los tumores de
ratones tratados con los otros dos anticuerpos eran similares. El alcance de la inhibicion de CD73 se correlacioné
con los niveles en suero del anticuerpo. El nivel ligeramente mayor de la actividad de CD73 observada en el Dia 3
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ejemplo se correlaciond con un nivel en suero inferior del anticuerpo que el Dia 7 ejemplo.

Un experimento similar al descrito anteriormente se condujo sobre ratones portadores de tumores de xenoinjerto
derivados de adenocarcinoma de colon de SNUC1 humano subcutaneos y se trataron con el anticuerpo anti-CD73
CD73.41gG2CS-IgG1.1f. Los ratones con tumores SNUC1 se trataron con CD73.4IgG2CS-IgG1.1fa 1, 3 y 10 mg/kg
IP el dia 0. Los tumores se recogieron a 24 h, 48 h, 72 h, 96 h y 168 h después de la dosificacion. El ensayo de
inhibicion enzimatica de CD73 se realizé como se ha descrito anteriormente. La cuantificacién de tincion en marrén
se realizé con el programa informatico mage Pro Premie Media Cybernetics).

Los resultados, los cuales se presentan en la grafica en la Figura 24F, muestran que la actividad de CD73 se reduce
significativamente en animales dosificados con el anticuerpo anti-CD73 cuando se compara con ratones tratados con
anticuerpo control, indicando la inhibicidon enzimatica de CD73 fuerte por el anticuerpo a las tres concentraciones.
Por tanto, el anticuerpo anti-CD73 CD73.4CS-IgG1.1f inhibe eficazmente la actividad enzimatica de CD73 in vivo.
Las cinéticas de la inhibicién de CD73 por los anticuerpos anti-CD73 también se determinaron en el modelo tumoral
sinérgico 4T1. Se inyectaron TY/23 (anticuerpos de rata anti-CD73 de raton) o control de IgG de rata (10 mg/kg) el
dia 7 después de la inyeccion de célula tumoral 4T1. Tumor, bazo, sangre completa y suero se recogieron los dias 1,
2, 3, 6 y 7 después del tratamiento con anticuerpo. La inhibicién de la actividad de CD73 se midi6 como se ha
descrito anteriormente en secciones del dia indicado. Las secciones tumorales representativas se muestran en las
Figuras 25A y B. Los datos indican que TY/23 inhibe la actividad de CD73 in vivo.

Ejemplo 8: Preclasificacion (binning) de epitopo y bloqueo cruzado basado citometria de flujo

Los estudios de preclasificacion de epitopo se realizaron por Interferometria de biocapa (BLI) usando un instrumento
Octet RED (Pall Fortebio) a 25 °C. Para estos estudios, 20-30 ug/ml de hCD73-his se capturaron sobre los sensores
anti-penta-his usando 90-180 s de fase de carga. La competicién de anticuerpo se evalué permitiendo que un
anticuerpo dado (mAb1) se una a las superficies hCD73-his durante 180 s, seguido por la exposiciéon inmediata a
una segunda solucion de anticuerpo (mAb2) durante 180 s. La sefial de unién para mAb2 después de preunion de
mAb1 se comparo a la del mAb2 en la ausencia de competicion, para determinar si mAb1 y mAb2 compiten por la
unién a las superficies de hCD73-his. Estos experimentos se realizaron para numerosos pares de mAb en ambos
ordenes (mAb1 luego mAb2 y mAb2 luego mAb1) para establecer los perfiles de competicion y clases (bin) de
epitopo (como se resume en la Tabla 29 de a continuacion).

Como se muestra en la Tabla 29, el analisis de preclasificacion de epitopo revelo 2 clases de epitopo.

Tabla 29.
Clase |Clase
2

Anticuerpo

7A11
6E11
11F11
5F8 X
4C3 X
11A6 X

XX X|=

Los anticuerpos también se sometieron a bloqueo cruzado basado por citometria de flujo. El experimento se condujo
como sigue usando un conjunto de anticuerpo fluorescentemente marcado y un segundo conjunto de anticuerpo no
marcado: se sembraron 100.000 células NCI-H292 por pocillo. La placa se centrifugd y las células se resuspendieron
en 100 ul de FBS al 2 % en PBS por pocillo. Las células se bloquearon en hielo durante 20 min. El anticuerpo no
marcado, como se indica, en FBS al 2 % en PBS se afiadié a cada pocillo. La placa se centrifug6 y las células se
resuspendieron en 100 ul por pocillo de anticuerpo diluido, marcado (10ug/ml), es decir, 4C3 u 11F11, conjugado
con FITC. 6 pocillos de células se incubaron sin anticuerpo, y se resuspendieron en 100 ul de FBS al 2 % en PBS
solamente (para controles). A continuacion, se incubaron en hielo durante 30 min. Las células se lavaron dos veces
con FBS al 2 % en PBS y las muestras se resuspendieron en 140 ul de FBS al 2% y se analizaron en un citdmetro
de flujo FacsCalibur Becton Dickinson).

Los resultados del bloqueo cruzado basado en citometria de flujo, los cuales se muestran en las Figuras 26A y B,
confirman los datos de preclasificacion de epitopo por SPR expuestos anteriormente. Por ejemplo, 7A11 compite con
11F11, pero 4C3 no.

Ejemplo 9: Mapeo de epitopo por HDX

Este ejemplo describe el uso de HDX-MS para la identificacion del epitopo sobre CD73 humana a dicho CD73.4-
IgG2CS-IgG1.1f.

El método de espectrometria de masas por intercambio de hidrogeno/deuterio (HDX-MS) investiga la conformacion
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de la proteina y las dinamicas conformacionales en la solucion haciendo un seguimiento de la tasa y el alcance del
intercambio de deuterio de los atomos de hidrégenos de amida de la estructura principal de la proteina (excepto
prolina). El nivel de intercambio de HDX depende de la accesibilidad de disolvente proteico y los enlaces de
hidrégeno, y el incremento de masa de la proteina tras HDX se puede medir con precision mediante MS. Cuando
esta técnica se junta con la digestion enzimatica, se puede resolver las caracteristicas estructurales al nivel de
péptido, posibilitando la diferenciacion de superficie expuesta de aquellas plegadas dentro. En experimentos de
mapeo de epitopos, los experimentos de marcacion con deuterio y posterior enfriamiento se realizaron en paralelo
para el antigeno y el complejo antigeno/mAb, seguido de digestién con pepsina en linea, separacion de péptido, y
analisis MS.

Antes del mapeo de epitopo de CD73.4-IgG2-CS-IgG1.1f en CD73 por HDX-MS, se realizaron experimentos no
deuterizados para generar un listado de péptidos pépticos comunes para CD73 dimérica de ECD de longitud
completa humana recombinante (12 uM) y complejo proteico de CD73 humana recombinante y mAb de CD73
(relacion molar 1:1, 12 yM para mAb de CD73), consiguiendo una cobertura de secuencia del 88 % para CD73 de
ECD de longitud completa. En el experimento de HDX-MS, 5 ul de CD73 (SEQ ID NO: 99) o CD73 con mAb CD73.4-
IgG2-CS-1gG1.1f se diluyeron en 55 yl de tampén de DO (tampon de fosfato 10 mM, DO, pD 7,0) para comenzar
las reacciones de marcacion a temperatura ambiente. La proteina CD73 usada era hCD73 dimérica de longitud
completa glicosilada que tenia SEQ ID NO: 99, también mostrada a continuacion). Las reacciones se llevaron a cabo
durante diferentes periodos de tiempo: 20 s, 1 min, 10 min y 240 min. Al final de cada periodo de reaccién de
marcacion, la reaccion se enfrié afiadiendo tampon de enfriamiento (tampén fosfato 100 mM con GdnCl 4 My TCEP
0,4 M, pH 2,5, 1:1, v/v) y 50 pl de muestra enfriada se inyecto en el sistema de HDX-MS de Waters para el analisis.
Se hizo un seguimiento de los niveles de absorcién de deuterio de los péptidos pépticos comunes en
ausencia/presencia de mAb de CD73.

La proteina CD73 usada tenia la secuencia de aminoacidos que tenia la SEQ ID NO: 99.

Las mediciones de HDX-MS sobre mAb de CD73 en CD73 indican que el mAb CD73.4-lgG2-CS-IgG1.1f reconoce
un epitopo discontinuo de dos regiones peptidicas en la regiéon N-terminal de CD73:

region peptidica 1 (65-83): FTKVQQIRRAEPNVLLLDA (SEQ ID NO: 96)
region peptidica 2 (157-172): LYLPYKVLPVGDEVVG (SEQ ID NO: 97)

Una vista tridimensional de la interaccion (Figura 27B) muestra que estas dos regiones son geométricamente
cercanas. Un mapa detallado de la interaccion se muestra en la Figura 27A.

Ejemplo 10: Estructura cristalina de 11F11 que se une a CD73
Este ejemplo describe la estructura cristalina de un Fab' de 11F11 unido a CD73(26-336)His.

CD73(26-336)His se purifico de células HEK-293 E temporalmente transfectadas usando protocolos convencionales,
y se usaron tal cual, o se sometieron a desglicosilacion por tratamiento PNGase F, y se concentraron a 1,2 mg/ml. El
Fab' del anticuerpo 11F11 se preparé por digestion por Pepsina de 11F11 usando protocolos convencionales, y se
concentré a 1,1 mg/ml.

El complejo se formé incubando volimenes iguales de hCD73(26-336)His desglicosiladas y el Fab' de 11F11
durante una noche a 4 °C, se purificd usando columna GE Superdex 200 26/60, y se concentr6 a 9,5 mg/ml usando
un concentrador rotatorio MWCO 10 K.

Los cristales se cultivaron en gotas posada, los experimentos de difusién al vapor y la gota era de 0,25 ul de proteina
mezclada con 0,25 ul de solucién reservorio. Se establecieron por encima de 7.100 experimentos de cristalizacion.
El cristal inicial era pequefio aproximadamente 10 um. Los cristales optimizados eran de 200 - 300 um en tamafio.
La optimizacion de cristalizacion incluia cribado: de tipo de aditivos, detergentes, precipitantes, pH, temperatura y
tampon. Las condiciones que permitieron la formacion de cristal era como sigue: la solucién reservorio consistia en
polipropilenglicol P400 al 34 %, Na/K PO4 0,1 M pH 6,5 y CYMAL-7 15 pM; los experimentos de cristalizacion se
establecieron a temperatura ambiente y, a continuacion, se colocaron en placa a 4 °C para incubar; y la incubacion a
4 °C durante 7 dias. La formacion de cristal se observé tnicamente con la proteina CD73 glicosilada.

Los cristales se recogieron directamente de la gota de cristalizacion y se colocaron directamente en el liquido de N2.
Por encima de 100 cristales se seleccionaron en funcién de la difraccion interna.

Los datos se recogieron usando un haz pequeiio, atenuacion muy pequenfia, y coleccion de datos helicoidales sobre
SER-CAT beamline 22ID con el detector de CCD de alta velocidad Rayonix MX-33HS. Los conjuntos de datos se
recogieron a 4,1 A, 3,8 A, 3,5 A, y finalmente a 3,05 A. Los datos, procesados y a escala que usan HKL2000 habitual
(Otwinowski Z., Minor W., Methods in Enzymology 276, 307-326 (1997)), eran 96 % completos a resolucion 3,04 A.

Una busqueda BLAST (Altschul et al. (1990) "Basic local alignment search tool". J. Mol. Biol. 215:403-410) se uso
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para encontrar el modelo mas cercano para el dominio N-terminal de CD73 y los dominios Fc y Fv en el Banco de
Datos de Proteina RCSB para usarse en una busqueda de reemplazo molecular: el modelo de CD73 era de PDB
Entry 4H1S (Heuts et al. Chembiochem. 2012 Nov 5;13(16):2384-91).

Estos se usaron como modelo de partida en la busqueda PHASER (McCoy et al. J. Appl. Cryst. (2007). 40, 658-674)
de reemplazo molecular. La busqueda de CD73 encontré 5 moléculas en la unidad asimétrica. Manteniendo
la CD73 fijada, una busqueda con el modelo de busqueda de la cadena pesada encontré 2 moléculas en la
unidad asimétrica. Manteniendo las CD73 y las cadenas pesadas fijadas, una tercera busqueda PHASER
con la cadena ligera encontré 2 moléculas en la unidad asimétrica. Un modelo compuesto de cinco
complejos completos se realizd a partir de soluciones parciales superponiendo las cinco CD73 y
emparejando las cadenas ligeras y pesadas. Esto se us6 como el modelo de partida para un refinado por
BUSTER ((Bricogne et al. (2011) BUSTER versién 2.11.6. Cambridge, Reino Unido: Global Phasing Ltd).

El modelo se ha reajustado y los aminoacidos cambiado para reflejar las secuencias de 11F11. El modelo se
sometié a construccion de modelo manual exhaustivo y refinado. Se realizaron un total de cinco ciclos de refinado
por BUSTER para completar el refinado. El factor R final es de 20,59 % (R-libre=24,58 %) para los 27.484 atomos de
proteina y 24 moléculas de disolvente.

Las representaciones de la estructura cristal del complejo se exponen en las Figuras 28A-D.
Las estructuras de cristal muestran que todos menos una de las interacciones son de restos en las regiones CDR, y

que la mayoria de las interacciones son del dominio VH con dos interacciones adicionales del dominio VL (Figura
28A). Los restos que interaccionan de CD73 y Fab' de 11F11 humanos se muestran en la Tabla 30.

Tabla 30.
. Cadena pesada 11F11 Cadena ligera 11F11
Resto de CD73 | Interaccion Resto Distancia (A) Resto Distancia (A)
Phe-65 VDW Ser-30 4,0
Ser-31 3,5
Trp-32 3,8
GIn-69 VDW Trp-32 3,9
Arg-73 VDW Ser-53 3,8
Asn-106 VDW Tyr-100 3,6
Ala-107 Trp-32 3,7
Arg-109 H-Enlace Pro-100A 2,8 Tyr-91 3,0
VDW Tyr-100 3,4 Trp-32 3,5
Asn-92 3,5
Tyr-100 H-Enlace Tyr-100 3,0
Lys-136 VDW Trp-99 3,3
Tyr-100 3,6
Phe-137 VDW Trp-99 3,6
Tyr-100 3,3
Pro-138 VDW Trp-99 3,4
Lys-162 Enlace Sal Asp-53 2,8
VDW Tyr-52A 3,2
Trp-99 3,8
Leu-164 VDW Tyr-52A 3,6
Pro-165 VDW Asn-31 3,2
Tyr-52A 3,6
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(continuacion)

. Cadena pesada 11F11 Cadena ligera 11F11
Resto de CD73 | Interaccion Resto Distancia (A) Resto Distancia (A)

Ser-97 3,5
Gly-167 H-Enlace Asn-31 2,7
VDW Tyr-32 3,7
Asp-168 H-Enlace Thr-28 2,9
VDW Asn-31 3,3
Phe-27 3,4
Glu-169 H-Enlace Asn-31 2,9
Val-170 VDW Asn-31 3,5

Ser-319 H-Enlace Ser-67 2,7

Gly-68 3,0

VDW Ser-30 3,8

Ser-67 3,8

lle-320 VDW Ser-30 4,0

Un modelo basado en la estructura compuesta de dos complejos CD73(NDT)/11F11 superpuestos sobre dimero de
CD73 (PDB Entry 4H1S) sugiere que 11F11 se une a la superficie sobre CD73 lejos de la interfaz del dimero,
sugiriendo que Fab no interferira con la formacion de dimero.

Una comparacion de mapeo por HDX-MS vy los resultados de rayos X sobre el complejo CD73/11F11 muestran que
son de acuerdo basico con lo que muestra un epitopo similar sobre CD73 (65-83 y 157-172). Sin embargo, la
estructura por rayos X muestra interacciones adicionales (menos de 6A) en la region de Met-105 a Asp-111
(incluyendo enlaces H a Arg-109 y Tyr-110), Lys-135 a Pro-139, y Asp-317 a lle-320 (incluyendo enlaces H a Ser-
319).

Ejemplo 11: Impacto de diferentes bisagra/Fc sobre el tamafio de los complejos anticuerpo/CD73

Como se muestra en los Ejemplos anteriores, los anticuerpos anti-CD73 con una bisagra de IgG2 y CH1 son
mejores inhibidores de la actividad enzimatica de CD73 sobre las células y se internalizaron mejor que los mismos
anticuerpos con una bisagra de IgG1. Basandose en esta observaciones, y el hecho de que la bisagra de IgG2 es
mas rigida que una bisagra de IgG1, se tuvo la hipétesis de que se forman mayores complejos entre un antigeno y
anticuerpos que tienen una bisagra de 1gG2 en relacion a anticuerpos que tienen una bisagra de 1gG1. El siguiente
experimento se condujo para analizar esta hipétesis.

La estructura y el estado oligomérico de los complejos CD73/anticuerpo en solucién se examinaron por SEC-MALS y
DLS. Para estos estudios, los anticuerpos que contenian una regién constante de IgG1 o IgG2, se mezclaron a
diferentes relaciones molares con proteinas recombinantes que comprendian el dominio extracelular de longitud
completa de CD73 humana que contenia etiqueta de polihistidina C-terminal (restos de aminoacidos 26-546 de
CD73 humana, denominado "hCD73-his") o un fragmento que correspondia al dominio N-terminal de CD73 humana
(restos de aminoacidos 26-336, denominado "N-hCD73-his").

El estado oligomérico de los complejos CD73/anticuerpo se examind por cromatografia de exclusién por tamafio
acoplada a un detector de dispersion de la luz multiangulo en linea (SEC-MALS). Se realizaron separaciones
isocraticas sobre una columna Shodex PROTEIN KW-803 conectada a una Prominence Shimadzu UFLC en tampén
que contiene K;HPO4 200 mM, NaCl 150 mM, pH 6,8, que contiene Na azida al 0,02 % (0,1 um filtrada) que corre a
0,5 ml/min. Las muestras se inyectaron en la columna usando un automuestreador SIL-20AC Prominence Shimadzu
y los datos se obtuvieron de tres detectores en linea conectados en serie: un espectrofotdémetro por UV/vis de matriz
de diodos Prominence SPD-20AD seguido por un detector de dispersion de la luz multiangulo Wyatt miniDAWN™
TREOS a continuacion un detector de indice refractario Wyatt Optilab T-rEX. Los datos se recogieron y analizaron

99



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2807 182 T3

usando el programa informatico Astra (Wyatt) y Labsolutions (Shimadzu).

Se realizaron estudios de dispersion de la luz dinamica (DLS) en un lector de placa Wyatt DynaPro en placas de 384
pocillos a 25 °C. Los parametros experimentales eran 20 adquisiciones de 5 s cada una para medicién, y las
mediciones se registraron por cuadruplicado, con la desviacion media y estandar informada. Las funciones de
autocorrelacion de intensidad se ajustaron usando el algoritmo de "Regularizaciéon” en el programa informatico
Dynamics (Wyatt Technologies).

Un sumario de SEC-MALS y DLS se proporciona en las Figura 29A y B. Los andlisis de los anticuerpos solos,
muestra tiempos de retencion (aproximadamente 16-17 min), masas (140-150 kDa) y radios hidrodinamicos (5,0-5,4
nm) para cada anticuerpo que son tipicos para el anticuerpo monoclonal monomérico. Los datos para la proteina
hCD73-his es coherente con la proteina que adopta la estructura dimérica esperada en solucién; en particular, la
masa determinada a partir de los datos SEC-MALS (120 kDa) es coherente con la esperada para un dimero CD73-
his (117 kDa) e incoherente con la que se esperaria para un monémero hCD73-his (58,5 kDa). Los datos para N-
hCD73 son coherentes con la proteina N-dominio recombinante que es monomeérica en solucién (masa medida por
SEC-MALS = 38 kDa, en comparacion con la masa monomeérica esperada = 35,0 kDa), lo cual se espera debido a
que la region del dominio extracelular de CD73 de longitud completa que es responsable para la dimerizacion de la
proteina esta contenido en el dominio C-terminal sin contribucién de los restos N-terminales.

Se encontré que las mezclas equimolares de un anticuerpo dado con N-hCD73-his eluyen como una especie sencilla
en la SEC con tiempo de retencion mas corto que el anticuerpo o N-hCD73-his solo, asi como mayores radios
hidrodinamicos (Rh) por DLS, lo cual es coherente con la formacion de complejos. Los datos de MALS indican
masas para estos complejos de aproximadamente 210 kDa. Esto es coherente con una molécula N-hCD73-his unida
a cada uno de los dos dominios Fab de un anticuerpo dado para formar un complejo anticuerpo:N-hCD73-his 1:2.

Los datos de SEC-MALS para mezclas de anticuerpos anti-CD73 con dimero hCD73-his muestra que las mezclas
eluyen antes que el hCD73-his o el anticuerpo solo, sugiriendo que se forman los complejos. Comparando los datos
para mAb que contienen la misma region variable pero diferentes dominios constantes, muestra que los tiempos de
eluccion para los complejos de hCD73-his con mAb que contiene dominios constantes de IgG2 (IgG2-C219S, IgG2-
C219S-1gG1.1f) son mas tempranos que aquellos para complejos de hCD73-his con mAb que contienen un dominio
constante de IgG1.1f. Ademas, las masas determinadas por MALS para complejos de hCD73-his con mAb que
contienen un dominio constante de IgG2 son mayores que aquellas para complejos de hCD73-his con mAb que
contienen un dominio constante de IgG1. Los datos de DLS muestran ademas que los radios hidrodinamicos de
complejos de hCD73-his con mAb que contienen un dominio constante de IgG2 son mayores que aquellos para
complejos de hCD73-his con mAb que contienen un dominio constante de IgG1. Por ejemplo, los datos de SEC-
MALS y DLS para CD73.4 con tres regiones constantes diferentes (IgG2-C219S, 1IgG2-C219S-IgG1.1f, o IgG1.1f) se
muestran en la Figura 30. En este caso se puede ver que el complejo de hCD73-his con CD73.4 que contiene el
dominio constante de 1gG2 tiene tiempos de retencién mas cortos (Figura 30A), radios hidrodinamicos mayores
(Figura 30B) y mayores masas determinadas por MALS (Figura 30C), en comparacién con los complejos de hCD73-
his con CD73.4-IgG1.1f. Basandose en las masas por MALS, un modelo esquematico para la estructura y la
estequiometria de los complejos entre hCD73-his y los anticuerpos se muestra en la Figura 30D, en el que los
complejos que contienen CD73.4-IgG1.1f predominantemente forman complejos de dimero mAb/CD73 mas
pequefios 2:2 (pico 1 = -550 kDa) o 4:4 (pico 2 = -1.300 kDa), mientras que CD73.4-I9G2-C219S o CD73.4-IgG2-
C219S-1gG1.1f forman complejos muchos mayores (>3.000 kDa) con hCD73-his, por lo cual no se puede modelar
con seguridad estructura y estequiometria precisas.

Los anticuerpos CD73.4 que tienen las regiones constantes de la cadena pesada expuestos en la Tabla 26 también
se ensayaron para el tamafio de la formacion de complejo. Como se muestra en la Figura 30D, los resultados
indican que se forman complejos de mayor orden con anticuerpos que tienen un dominio CH1 de 1gG2 en relaciéon
con aquellos que tienen un dominio CH1 de IgG1.

Colectivamente los datos de SEC-MALS y DLS demuestran que los complejos mas grandes se forman entre hCD73-
his y los mAb que contienen una bisagra de IgG2 y region CH1 (IgG2-C219S o 1gG2-C219S-IgG1.1f), en
comparacion con aquellos que contienen bisagra de IgG1 y region CH1 (IgG1.1f). Ademas, los anticuerpos que
tienen un dominio CH1 de IgG2 forman mayores complejos que aquellos que tienen un dominio CH1 de I1gG1.

Ejemplo 12: Relevancia de determinados restos de aminoacidos en CH1 y bisagra de IgG2 en mejora de la
internalizacion de CD73 mediada por anticuerpos

Los anticuerpos anti-CD73 (CD73.4) con las regiones constantes de la cadena pesada mostrados en la Tabla 31 se

prepararon y se ensayaron como se ha descrito anteriormente en ensayos de internalizacion de CD73 mediada por
anticuerpo.
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Tabla 31: Regiones constantes de la cadena pesada que se fusionaron a regiones variables de anti-CD73

Descripcién Construcciones SEQID NO de la
region constante
dominio CH1 de IgG2, con lo demas de IgG1. También, G2-G1-G1-G1 300
mutante Cys>Ser para rec:)lé?gr:iigﬁterogeneldad de disulfuro G2.5-G1-G1-G1 301
dominio CH1 de IgG1 con todo lo demas de 1gG2.3: G1-G2.3-G2-G2 302
Regiones CH1 intercambio (swap) en IgG1 con aquellas de G1- 303
IgG2, separadas o juntas KRGEGSSNLF
G1-KRGEGS 304
G1-SNLF 305
IgG1-ITNDRTPR 306
G1-SNLFPR 307
Regiones CH1 intercambio (swap) en IgG2 con aquellas de
G2- 308
IgG1, separadas o
juntas: RKEGSGNSFL
G2-RKEGSG 309
G2-NSFL 310
IgG2-TIDNTRRP 311
G2-NSFLRP 312
IgG1 con restos de dominio CH2 de 1gG2: G1-G1-G2-G1-AY 313
G1-G1-G2-G1-KH 314
IgG2 con restos de dominio CH2 de IgG1: G2'G2£|:|G1'G2' 315
G2.5-G2.3-G1-
G2-KH 316
G2-G2.3-G1-G2-
AY 317
G2.5-G2.3-G1-
G2-AY 318
Regiones de bisagra intercambio entre IgG1y IgG2: G1'G2£|'_|G1'G1' 319
G2-G1-G2-G2-AY 320
G2.5-G1-G2-G2-
AY 321
G1-G2-G1-G1-AY 322
G2-G1-G2-G2-KH 323
G2.5-G1-G2-G2-
KH 324
Truncamientos de bisagra IgG1 - deltaBisagra 325
IgG2 - deltaBisagra 326
19G2.5 -
deltaBisagra 327
IgG1 - deltaG237 328
IgG2 - plusG237 329
Otra 1gG2.4 330
19G2.3/4 331

Los resultados, los cuales se muestran en la Figura 31, proporcionan la siguiente informacion en el contexto de
internalizacion de CD73:

» el dominio CH2 no parece tener un impacto como se muestra por
> a) se observdé muy poca diferencia en la capacidad de internalizacion entre los anticuerpos que comprenden
una region constante de la cadena pesada modificada con formato "AY" (que tiene la bisagra de IgG2
10 ERKCCVECPPCPAPPVAG (SEQ ID NO: 8) en relacion con aquellas con formato "KH"
(ERKCCVECPPCPAPELLGG (SEQ ID NO: 22) (Conjunto 5,6 y 7);

o b) los intercambios de CH2 son comparables a G1 o G2 tipo silvestre (Conjuntos 5y 6); y

15 o c) el resto 237 no tiene impacto sobre la internalizacion: ni la adicion de un resto "G" a una bisagra de 1gG2 ni la
delecion del "G" C-terminal en una bisagra de IgG1 afecto a la internalizacion (Conjunto 9).
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Esto sugiere que el dominio CH2 no afecta la internalizacion (es decir, el dominio CH2 puede ser de IgG1 o
1gG2);

¢ Intercambio de las regiones CH1 indicadas en el Conjunto 3 (KRGEGSSNLF; KRGEGS; SNLF; ITNDRTPR y
SNLFPR) en IgG1 con aquellas de 1gG2 proporciona poco beneficio, es decir, la internalizacion permanece
similar a la de IgG1; véase Conjunto 3);

¢ Intercambio de las regiones CH1 indicadas en el Conjunto 4 (RKEGSGNSFL; RKEGSG; NSFL; TIDNTRRP and
NSFLRP) en IgG2 con aquellas de IgG1 tiene impacto variable: cambiar NSFL no tiene impacto, mientras que las
2 regiones (RKEGSG & RP) estan implicadas (véase Conjunto 4). Basandose en los resultados de los Conjuntos
3y 4, parece que existe una interaccion entre la region CH1 y la bisagra, siendo las regiones RKEGSG y RP mas
importantes que la region NSFL;

e La region bisagra afecta a la internalizacion, es decir, la bisagra de IgG2 proporciona mejor internalizacion en
relacion con la bisagra de IgG1 (véase los conjuntos 7 y 8). Ademas, IgG1 con una delecion (G1-delta-bisagra)
mejora la internalizacion sobre IgG1.1lgG2 con una delecion (G2-delta-bisagra) proporciona un nivel similar de
internalizacion en relacion con el de una bisagra de IgG2. Esto sugiere que la region bisagra afecta a la
internalizacion, dicho efecto es aumentado por un CH1 de IgG2 (G2-G1-G2-G2-AY es comparable a G1-G2-G1-
G1-AY);

e 1gG2.4 (C220S) tiene internalizacién similar o reducida en comparacion con 1gG2.3 (C219S). 19G2.3/4
(C219S/C2208) tiene internalizacion muy reducida en comparacion con 1gG2.3 o 19G2.4 solo (véase Conjunto
10). Esto sugiere que la internalizacion de un anticuerpo con una bisagra de 1IgG2 y C219S es aproximadamente
la misma que la de una bisagra de 1IgG2 con C220S, ambas son mucho mejores que la de una bisagra de 1IgG2
con tanto C219S como C220S;

e 1gG2.5 (mutacion C1318S) tiene internalizacion reducida en comparacion con las construcciones con C131 (véase
Conjuntos 1,6y 7).

Por tanto, estos resultados indican que el dominio CH1 y la bisagra son ambas relevantes en la internalizacion de
CD73 mediada por anticuerpo, y que un anticuerpo que tiene las secuencias de IgG2 de estos dominios se
internaliza con mejor eficacia en relacion con un anticuerpo que tiene estas regiones de IgG1.

Ejemplo 13: Anticuerpos que tienen una bisagra de IgG2 y/o dominio CH1 forman complejos de alto peso
molecular

Anticuerpos CD73.4 que tienen regiones constantes de la cadena pesada expuestas en la Tabla 26 también se
ensayaron para la formacion de complejos de alto peso molecular por experimentos SEC-MALS y DLS, como se ha
descrito en el Ejemplo 11.

Tres de los 16 anticuerpos en este estudio se ensayaron previamente: CD73.4-I9G1.1f, CD73.4-lgG2-C219S
(denominado también CD73.4-19G2.3), y CD73.4-19G2-C219S-IgG1.1f (también denominado CD73.4-gG2.3G1.1f-
KH). Los datos de SEC-MALS y DLS de los anticuerpos solos mostraron tiempos de retencion, masas, y radios
hidrodinamicos para cada anticuerpo que son tipicos para un anticuerpo monoclonal monomérico. Complejos
equimolares de cada anticuerpo (5,5 uM) con hCD73-his (5,5uM) mostraron tiempos de retencion mas lentos para
todos los complejos en comparacion con el anticuerpo o hCD73-solo indicando la formacion de complejos. Un
solapamiento de los datos del cromatograma SEC para cada uno de los 16 complejos se muestra en las Figuras
32A. Los datos del cromatograma se pueden dividir en 4 picos distintos, los cuales se muestran en la Figura 32B. El
pico 1 contiene las especies mas grandes, con masas determinadas por MALS que sugieren complejos con masa
equivalente de mayor que complejos hCD73-his:mAb 4:4. El pico 2 contiene especies con masas determinadas por
MALS que sugieren complejos de aproximadamente complejos hCD73-his:mAb 2:2. El pico 3 es una especie menor
con baja sefial y masas determinadas por MALS que sugieren complejos hCD73-his:mAb de aproximadamente 1:1.
El pico 4 corresponde a la elucién de los mAb solos con masas determinadas por MALS coherentes con sin
anticuerpo. Para cuantificar las cantidades relativas de cada especie, los picos 4 de cada cromatograma se
integraron como pico 1 (12,9 min) pico 2 (12,9 min - 15,1 min) pico 3 (15,1 -16,7 min) pico 4 (16,7 - 19,3 min). La
integracion también incluia un intervalo integrado adicional denominado pico 5 (>19,3 min) para tener en cuenta
cualquier especie de peso molecular, el cual se encontré insignificante (<3,5 % para todos los complejos). El
porcentaje para cada especie de esta integracion se resume en la Tabla 32. Todos los complejos contenian un
porcentaje pequefio similar de pico 3 (aproximadamente 6-9 %), pero cantidades variables de los otros picos. Lo
mas notable es que todos los complejos entre hCD73-his y los anticuerpos que contenian el dominio CH1 de higG1
tenian un porcentaje significativamente mayor de complejos menores (pico 2), mientras que aquellos que contenian
el dominio CH1 de hlgG2 tenian un porcentaje mayor de complejos mayores (pico 1) (Tabla 32 y Figura 32C). Esto
sugiere un importante papel para no solamente la region de bisagra sino también el dominio CH1 en formacion de
complejo de orden mayor.
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Tabla 32: Tiempos de retencion de anticuerpos CD73.4 con regiones constantes de la cadena pesada modificadas

% UV
Pico1 Pico2 Pico3 Pico4 Pico5
Complejos <12,9 min | 12,9-15,1 min | 15,1-16,7 min | 16,7-19,3 min | >19,3 min

CD73.4-1gG2.3 + hCD73-his 37,0 23,8 7,7 28,6 2,9
CD73.4-19G2.3G1.1f-KH + hCD73-his 36,0 23,8 7,9 29,3 30.
CD73.4-IgGl.If + hCD73-his 28,4 36,2 7.4 25,6 2,3
CD73.4-IgG1f + hCD73-his 26,0 36,5 7,5 27,8 2,2
CD73.4-19G2.3G1-AY + hCD73-his 30,2 24,3 8,1 34,4 3,0
CD73.4-19G2.3G1-KH + hCD73-his 34,9 23,4 7,9 30,7 3,0
CD73.4-1IgG1-G2.3G1-AY + hCD73-his 14,6 29,2 6,4 48,3 1,6
CD73.4-1gG1-G2.3G1-KH + hCD73-his 23,8 32,6 7,0 34,5 2,1
CD73.4-lgG1-deltaTHT + hCD73-his 28,3 35,4 7,0 26,9 2,4
CD73.4-19G2.3-plusTHT + hCD73-his 30,6 24,3 8,3 33,7 3,2
CD73.4-19G2.3-plusGGG + hCD73-his 30,0 23,9 8,2 34,9 2,9
CD73.4-1gG2.5 + hCD73-his 31,7 24 .4 8,4 32,5 3.1
CD73.4-1gG2.5G1.1f-KH + hCD73-his 30,7 24,3 8,9 32,7 3,4
CD73.4-1gG2.5G1-AY + hCD73-his 26,3 24,8 8,1 38,3 2,6
CD73.4-19G2.5G1-KH + hCD73-his 21,4 241 7,0 45,6 1,9
CD73.4-19G2.5-plusTHT + hCD73-his 32,6 23,5 8,3 32,6 3,0

Ejemplo 14: Unién del receptor de Fc para anticuerpos con dominios constantes disefiados por ingenieria
genética

Este ejemplo demuestra que los anticuerpos que tienen regiones constantes de la cadena pesada modificadas que
comprenden el CH1 y bisagra de IgG2 se unen a FcyRs cuando contienen los dominios CH2 y CH3 de IgG1.

Ademas de la union a antigeno por los dominios variables, los anticuerpos se pueden acoplar a receptores gamma
de Fc (FcgRs) a través de la interaccion con los dominios constantes. Estas interacciones median las funciones
efectoras tales como la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) y la fagocitosis celular dependiente
de anticuerpo (ADCP). La actividad de la funcion efectora es alta para el isotipo IgG1, pero muy baja o ausente para
IgG2 y IgG4 debido a que estos isotipos tienen afinidad menor para FcgRs. Ademas, la funcion efectora de 1IgG1 se
puede modificar a través de mutacion de restos de aminoacidos en las regiones constantes para alterar la afinidad a
FcgRy la selectividad.

La unién de los anticuerpos a receptores gamma de Fc (FcyRs o FcgRs) se estudid usando tecnologias de
biosensor incluyendo resonancia de plasmoén superficial (SPR) Biacore e Interferometria de biocapa Fortebio (BLI).
Los estudios de SPR se realizaron en un instrumento Biacore T100 (GE Healthcare) a 25 °C. El fragmento Fab de un
anticuerpo anti-6xHis murino se inmovilizé sobre un chip sensor CM5 usando EDC/NHS a una densidad de -3.000
RU. Se capturaron diversos FcgRs his-etiquetados (7 ug/ml) por la etiqueta his C-terminal usando un tiempo de
contacto de 30 s a 10 ul/min, y la unién de anticuerpo 1,0 uM se evalué en un tampodn de ejecucion de NaPO4 10
mM, NaCl 130 mM, 0,05 % de p20 (PBS-T) pH 7,1. Los FcgRs usados para estos experimentos incluian CD64
(FcgRIl), CD32aH131 (FcgRlla-H131), CD32a-R131 (FcgRIla-R131), CD32b (FcgRIllb), CD16a-V158 (FcgRllla-
V158), CD16b-NA1 (FcgRIlIb-NA1), y CD16B-NA2 (FcgRIlIIb-NA2). Se realizaron experimentos BLI en un
instrumento de RED Fortebio Octet (Pall, Fortebio) a 25 °C en NaPO4 10 mM, NaCl 130 mM, 0,05 % de p20 (PBS-T)
pH 7,1. Los anticuerpos se capturaron fuera de los sobrenadantes de expresion no diluidos en sensores recubiertos
por proteina A, seguido de la unién de 1 yM hCD32a-H131, hCD32a-R131, hCD32b, hCD16a-V158, o 0.1 yM
analitos hCD64.

En primer lugar, se produjeron anticuerpos que contenian los dominios Fc de IgG1 modificados que incluyen las
sustituciones S267E (SE) y S267E/I328F (SELF), asi como diversas combinaciones de las mutaciones P238D,
P271G, H268D, A330R, G237D, E233D, referidas como V4, V7, V8, V9 y V12. Se estudié la uniéon de estos
anticuerpos por Biacore SPR con comparacion a anticuerpos IgG1f, 1gG2.3 (IgG2-C219S) y 1gG4.1 (IgG4-S228P),
asi como un anticuerpo IgG1.1f que se ha disefiado por ingenieria genética para reducir la unién a todos los FcgRs.
Los resultados, los cuales se muestran en la Figura 33, demuestran las propiedades union a FcgR esperadas para
IgG1f, 1I9G2.3 y IgG4.1 y los anticuerpos IgG1 mutantes, incluyendo uniéon de CD32a-H131, CD32a-R131 y CD32b
incrementada para SE y SELF, asi como selectividad incrementada de los mutantes V4, V7, V8, V9 y V12 para
CD32b sobre CD32a-H131 y CD32a-R131, Figura 33.

El proximo conjunto de construcciones se us6 para disefiar por ingenieria genética la funcion efectora en el isotipo
IgG2 funcién efectora negativo. Para este estudio, las mutaciones anteriormente descritas se introdujeron en el
contexto de una region constante 1gG2.3, o un hibrido 1gG2.3/IgG1f denominado 1gG2.3G1-AY (Table 33). Los
anticuerpos se expresaron a pequefia escala como sobrenadantes, y se ensayaron para la unién a FcgRs usando
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tecnologia de biosensor de interferometria de biocapa Fortebio Octet. Puesto que los anticuerpos estaban presentes
a baja concentracion en los sobrenadantes, el experimento se realizé capturando los anticuerpos fuera de los
sobrenadantes usando los sensores de recubrimiento de proteina A, seguido por la unién de analitos FcgR en
solucion. IgG1f control purificado y sobrenadante que incluye anticuerpos IgG1 tipo silvestre, SE, P238D, V4 y V12
también se incluyeron para la comparacion, y cada uno de estos anticuerpos controles demostraron propiedades de
union a FcgR esperadas (Figura 34). El anticuerpo 1gG2.3 también demostré el perfil de uniéon esperado, con unién
apreciable a solamente CD32a-H131. Sin embargo, todas las mutaciones S267E, L328F, P238D, P271G, H268D,
A330R, G237D y E233D en IgG2.3 fallaron para recapitular la afinidad de FcgR de los correspondientes mAb IgG1
disefiados por ingenieria genética (Figura 34). Por el contrario, la construccion IgG2.3G1-AY era capaz de conservar
completamente las propiedades de unién a FcgR de IgG1 tipo silvestre, mientras retiene la regiones CH1 y bisagras
de 1gG2.3. Ademas, todos los mutantes IgG2.3G1-AY que contienen S267E, L328F, P238D, P271G, H268D, A330R,
G237D y E233D demostraron que las propiedades de unién a FcgR comparables a los mAb version IgG1 que
contienen las mismas mutaciones (Figura 34). Esto demuestra el éxito del disefio por ingenieria genética de los
anticuerpos con regiones CH1 y bisagra de IgG2 combinadas con la funcion efectora del IgG1 tipo silvestre o
mutante.

Tabla 33: Construcciones IgG2 disefiadas por ingenieria genética

Conj g SEQID

unto ID Construccion NO
19G2.3 hHC-gG2-C2198 268
19G2.3-V13 hHC-1gG2-C219S - P238D 332
19G2.3-V14 hHC-1gG2-C219S - P238D,P271G 333
. [ 19G23vis hHC-1gG2-C219S - P238D,H268D,P271G 334
19G2.3-V16 hHC-IgG2-C219S - P238D,P271G,A330R 335
19G2.3-V17 hHC-1gG2-C219S - P238D,H268D,P271G,A330R 336
19G2.3-V18 hHC-1gG2-C219S - S267E 337
19G2.3-V19 hHC-1gG2-C219S - S267E,L328F 338
19G2.3G1 hHC-IgG2-C219S/hHC-1gGAT 269
O2.3G1-AY- hHC-IgG2-C219S/hHC-lgG1f - P238D 339
E2.3G1-AY- hHC-IgG2-C219S/hHC-IgG1f - P238D,P271G 340
e2.3G1AY- hHC-IgG2-C219S/hHC-IgG1f - P238D,H268D,P271G 341
O23G1AY- hHC-IgG2-C219S/hHC-lgG1f - P238D,P271G,A330R 342
2 | GO23G1AY- hHC-IgG2-C219S/hHC-lgGA - P238D,H268D,P271G,A330R 343
{?2?'361'”' hHC-lgG2-C219S/hHC-IgG1f - G237D,P238D,H268D,P271G,A330R | 344
IgG2.3G1-AY- hHC-IgG2-C219S/hHC-1gG - E233D,G237D,P238D,H268D,P271G, | 345

V26 A330R
O2.3G1-AY- hHC-1gG2-C219S/hHC-IgG1f - S267E 346
e23G1-AY- hHC-IgG2-C219S/hHC-lgG1f - S267E,L328F 347

Ademas se exploro la estrategia del disefio por ingenieria genética produciendo otros anticuerpos formateados con
1gG2.3G1-AY, 1gG2.3G1-AY-S267E (IgG2.3G1-AY-V27), asi como variantes de forma B de 1gG2(1gG2.5G1-AY vy
IgG2.5G1-AY-V27), y otros anticuerpos hibridos que contienen combinaciones diferentes de dominios constantes de
IgG1 y IgG2, y ensayando la unién de estos anticuerpos a FcgRs his-etiquetados capturados por anti-his Fab usando
la tecnologia de SPR Biacore. De acuerdo con los datos de sobrenadante de Octet, los datos de SPR mostraron que
los anticuerpos 19G2.3G1-AY y 1gG2.3G1-AY-V27 tenian propiedades de unién a FcgR comparables a IgG1f y
IgG1f-S267E, respectivamente, a pesar de contener las regiones CH1 y bisagra de un anticuerpo 1gG2 de forma A
(1gG2.3) (Tabla 34). Los datos también se obtuvieron usando anticuerpos IgG2.5G1-AY y 1gG2.5G1-AY-V27,
demostrando el éxito del disefio por ingenieria genética de anticuerpos 1gG2 forma B (que contienen la mutacion
C131S denominado IgG2.5) que tienen funciones efectoras tipo IgG1f o IgG1f modificado. Los datos de otros varios
anticuerpos con regiones constantes 1gG2.3G1-AY, 1gG2.3G1-AY-V27, 1gG2.5G1-AY, o 1gG2.5G1-AY-V27 pero
diferentes regiones variables mostraron que la estrategia de disefio por ingenieria genética es muy aplicable a otros
anticuerpos independientes de los dominios variables (Tabla 34). Otras construcciones que demuestran las
propiedades de unién a FcgR tipo IgG1f incluyen IgG1-G2.3G1-AY, y IgG1deltaTHT, mientras que varias de las
construcciones de regidon constante modificada eran incapaces de conservar las propiedades de unién a FcgR tipo
IgG1f, incluyendo las construcciones 19G2.3G1-KH, 1gG2.5G1-KH, IgG2.3plusTHT, 1gG2.5plusTHT y
1gG2.3plusGGG (Table 34).
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Tabla 34: Valores de % Rmax para la unién de anticuerpo 1 uM a proteinas FcgR-his capturadas por anti-his Fab

mAb hCD64 | hCD32a-H131| hCD32a-R131 | hCD32b | hCD16a-V158 | hCD16B-NA2
mADB-IgG1T 80 % 82 % 51 % 27 % 51 % 21%
mADO-IgGT 70 % 33 % 19 % 4% 28 % 10 %
CD73 4-1gGAT 65 % 46 % 26 % 6% 43 % 17 %
CD7341gG1 1T | 2% 0% 2% 1% 0% 0%
mAb11-1gG2.3 2% 44 % 17 % 5% 1% 0%
CD73.4-1gG2.3 3% 48 % 1% 1% 1% 0%
mAD6-1gG2.3 3% 66 % 14 % 3% 1% 0%
mAD4-1gG2.3 1% 39 % 6% 1% 1% 0%
mAD5-1gG2.3 6% 100 % 30 % 4% 3% 0%
mAb12-1gG2.3 2% 39 % 7% 1% 1% 0%
mAD13-1gG2.3 2% 40 % 7% 1% 1% 0%
mAb11-IgG2.5 0% 40 % 13 % 3% 0% 1%
mAD7-19G2.5 4% 2% 19 % 2% 2% 0%
mADB-19G2.5 3% 59 % 14 % 3% 2% 0%
mAb10-IgG2.5 1% 29 % 5% 1% 1% 0%
CD73.4-1gG2.5 3% 40 % 7% 1% 1% 0%
mAD6-19G2.5 3% 75 % 17 % 4% 2% 0%
mAD4-19G2.5 2% 46 % 8% 1% 1% 0%
mAD5-19G2.5 6% 89 % 26 % 5% 4% 1%
mAb12-IgG2.5 1% 36 % 6% 1% 1% 0%
mAD13-IgG2.5 2% 39 % 4% 2% 0% 2%
mADB-1gG2.3G1-AY | 77 % 61 % 38 % 10 % 38 % 13 %
mAD10-IgG2.3G1-AY | 67 % 23 % 14 % 4% 24 % 8%
CD73.4-19G2.3G1-AY | 65 % 38 % 20 % 5% 38 % 14 %
mAD7-1gG2.5G1-AY | 80 % 73 % 45 % 12 % a7 % 19 %
mADB-IgG2.5G1-AY | 77 % 70 % 45 % 17 % 48 % 22%
CD73.4-19G2.5G1-AY | 65 % 43% 24 % 7% 40 % 16 %
CD73.4-19G23G1KH | 2% 15 % 2% 0% 2% 0%
CD73.4-19G25G1-KH | 2 % 17 % 2% 0% 3% 0%
CD73.4-I?(GH2.3G1.1f- % 0% o 0o o 0o
CD73.4-I?(GH2.SG1.1f- % 5% Lo 0 Lo 0
mAb7"9\C/522%3G1'AY' 84 % 68 % 92 % 76 % 26 % 7%
mAbS"gszsz“AY' 78 % 67 % 80 % 67 % 24 % 7%
mAb1°"9{/%27'3G1'AY' 69 % 24 % 57 % 40 % 12 % 3%
mAb7"9\C/522%5G1'AY' 81 % 74.% 89 % 84 % 32 % 9%
mAbS"gszzfm'AY' 77 % 76 % 79 % 77 % 33 % 10 %
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(continuacion)

mAb hCD64 | hCD32a-H131 | hCD32a-R131 | hCD32b | hCD16a-V158 | hCD16B-NA2
COTsa 9t | e6% 50 % 31% 10 % 48 % 23 %
DT ae 2% 18 % 2% 0% 4% 1%
|gGC1?12ﬁé4T-HT 65 % 43 % 23 % 6 % 42 % 17 %
IgGCZ:I?S;?)?lj::I'HT 3% 42% 8 % 1% 1% 0%
IgGgggfu-;HT 2% 34 % 7% 1% 1% 0%
|gezce?;iﬁéee 3% 43 % 8 % 1% 1% 0%

IgG2.

Equivalentes

Los expertos en la técnica reconoceran, o seran capaces de determinar, usando simplemente experimentos de
rutina, muchos equivalentes de las realizaciones especificas descritas en el presente documento.

COMPENDIO DE LISTADO DE SECUENCIAS

Tabla 35.

Tomandolos conjuntamente estos datos demuestran que la secuencia en IgG1 inmediatamente C-terminal al motivo
conservado CPPCPAP (SEQ ID NO: 380) en la regién bisagra confiere funcion efectora mediada por FcgR, mientras
que CH1 y las porciones superiores de la bisagra del anticuerpo se pueden reemplazar con secuencias de IgG2 o
IgG2 modificadas, para combinar potencialmente las funciones efectoras de IgG1 y IgG1 modificada con las
propiedades superiores de internalizacion o sefalizacion de anticuerpos que contienen regiones CH1 y bisagra de

SEQID

Descripcion

Secuencia

1

Isoforma 1 de CD73 humana

MCPRAARAPA TLLLALGAVL WPAAGAWELT
ILIITNDVIISR LEQTSEDSSK CVNASRCMGG
VARLFTKVQQ IRRAEPNVLL LDAGDQYQGT
IWFTVYKGAE VAHFMNALRY
DAMALGNHEFDNGVEGLIEP T1LKEAKFPIL,
SANTKAKGPL ASQISGLYLP YKVLPVGDEV
VGIVGYTSKE TPFLSNPGTN LVFEDEITAL
QPEVDKIKTI. NVNKIIALGH SGFEMDKIIA
QKVRGVDVVY GGHSNTFLYT GNPPSKEVPA
GKYPTIVTSD DGRKVPVVQA YATGKYLGYL
KIEFDERGNV ISSIIGNPILL NSSIPEDPSI
KADINKWRIK LDNYSTQELG KTIVYLDGSS
QSCRFRECNM GNLICDAMIN NNLRHTDEMF
WNHVSMCILN GGGIRSPIDE RNNGTTI'WEN
LAAVLPIGGT I'DLVQLKGST LKKAFLHS VH
RYGQSTGEFL QVGGIHVVYD LSRKPGDRVV
KLDVLCTKCRVPSYDPLKMD EVYKVILPNF
LANGGDGFOM IKDELLRHDS GDQODINVVST
YISKMKVIYP AVEGRIKI'ST GSHCHGSISL
IFLSLWAVIT VLYQ
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(continuacion)

SEQID

Descripcion

Secuencia

Isoforma 2 de CD73 humana

MCPRAARAPA TLLLALGAVL WPAAGAWLLT
ILHTNDVHSR LEQTSEDSSK
CVNASRCMGGVARLFTKVQQ IRRAEPNVLL
LDAGDQYQGT IWFTVYKGAE VAHFMNALRY
DAMAILGNHEFDNGVEGLIEP LILLKEAKFPIL
SANIKAKGPL ASQISGLYLP YKVLPVGDLYV
VGIVGYTSKETPILSNPGTN LVITEDEITAL
QPEVDKLKTL NVNKIIALGII SGFEMDKLIA
QKVRGVDVVVGGHSNTELYT GNPPSKEVPA
GKYPIIVTSD DGRKVPVVQA YATGKYLGYL
KIEFDERGNVISSHGNPILL NSSIPEDPSI
KADINKWRIK LDNYSTQELG KTIVYLDGSS
QSCRFRECNMGNLICDAMIN NNLRHTDEMF
WNHVSMCILN GGGIRSPIDE RNNGIHVVYD
LSRKPGDRVVKLDVLCTKCR VPSYDPLKMD
EVYKVILPNF LANGGDGFQM IKDELLRIIDS
GDODINVVSTYISKMKVIYP AVEGRIKFST
GSHCHGSFSL IFLSLWAVIF VLY

CD73 de cynomolgus

MCPRAARAPA TLLLAVGALL WSAAGAWLELT
ILIITNDVIISR LEQTSEDSSK
CVNASRCMGGVARLFTKVQQ IRRAEPNVILL.
LDAGDQYQGT IWI'TVYKGAL VAHFMNALRY
DAMALGNHEFDNGVEGLIEP LLKEAKFPIL
SANIKAKGPL ASQISGLYLP YKVL.PVGDEY
VGIVGYTSKETPILSNPGTN LVEFEDEITAL
QPEVDKLKTL NVNKIIALGII SGFETDKLIA
QKVRGVDVVVGGHSNTFLYT GNPPSKEVPA
GKYPITVTSD DGRKVPVVQA YAFGKYLGYL
KIEFDERGNVISSIHGNPILL NSSIPEDPSI
KADINKWRIK LDNYSTQFLG KTIVYLDGSS
QSCRIFRECNMGNLICDAMIN NNLRHADEMI?
WNITVSMCILN GGGIRSPIDE RNNGTITWEN
LAAVLPFGGTFDLVQLEKGST LKKATFEHSVH
RYGQSTGEFL QVGGIHVVYD LSRKPGDRVY
KLDVLCTKCRVPSYDPLKMD EIYKVILPNF
LANGGDGFQM IKDELLRHDS GDQDINVVST
YISKMKVIYPAVEGRIKEST GSHCHGSI'SL
IIFLSTCAVIF VLYQ

11F11 VH

QVQLVESGGGV VQPGRSILRLSCATSGFTHFSNY GMH
WVRQAPGKGLEWVAVILYDGSNKYYPDSVKGRITT
ISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVY YCARGGSSW
YPDSFDIWGQGTMVTVSS

11F11 VH CDR1

NYGMH

11F11 VH CDR2

VILYDGSNKYYPDSVKG

11F11 VH CDR3

GGSSWYPDSFDI

| N| O O

11F11 VK1

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQGVSSYLAWY
QOKPGQAPRILIYDASNRATGIPARFSGSGPGTDIT
LTISSLEPEDFAVY YCQQRSNWHL TFGGGTKVEIK

11F11 VK1 CDR1

RASQGVSSYLA

10

11F11 VK1 CDR2

DASNRAT

11

11F11 VK1 CDR3

QQRSNWHLT
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(continuacion)

SEQID |Descripcion Secuencia

12 T1F11 VK2 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWY
QQKPEKAPKSLIY AASSLQSGVPSRISGSGSGTDET
I TISSTQPEDFATY YCQQYNSYPL TFGGGTKVEIK

13 11F11 VK2 CDR1 RASQGISSWLA

14 11F11 VK2 CDR2 AASSLQAS

15 11F11 VK2 CDR3 QQYNSYPLT

16 4C3 VH EVQLVESGGGLVOPGRSLRLSCAASGEITEDDY AM
ITWVRQAPGKGLEWVSGISWKSGSIGY ADSVKGRF
TISRDNAKNSLYT.QMNST,RAEDTALYYCVKGYY VI
LIGLDYWGQGTLVIVS §

17 4C3 VH CDR1 DY AMH

18 4C3 VH CDR2 GISWKSGSIGYADSVKG

19 4C3 VH CDR3 GYYVILTGLDY

20 4C3 VK1 EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWY
QQKPGQAPRIILIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDERT
LTISRLEPEDFAVY YCQQYGSSPLTFGGGTKVEIK

21 4C3 VK1 CDR1 RASQSVSSYLAW

22 4C3 VK1 CDR2 ASSRATG

23 4C3 VK1 CDR3 QYGSSPLT

24 4C3 VK2 DIQMTQSPSSLSASVGDRVILITCRASQGISSWLAW
YQOQKPEKAPKSLIY AASSLOSGVPSRFSGSGSGTDF
TLTISSLQPEDFATYYCQQYNSYPPTFGQGTKVEIK

25 4C3 VK2 CDR1 RASQGISSWLA

26 4C3 VK2 CDR2 AASSLQS

27 4C3 VK2 CDR3 QQYNSYPPT

28 4C3 VK3 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTFTCRASQGISSWLAW
YQQKPTEKAPKSLIYAASST.QSGVPSRISGSGSGTDF
TLIISSLQPEDFATY YCQQYNSYPPTFGQGIK VELK

29 4C3 VK3 CDR1 RASQGISSWLA

30 4C3 VK3 CDR2 AASSLQS

31 4C3 VK3 CDR3 QQYNSYPPT

32 4D4 VH QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSNYGM
HWVRQAPGKGLEWVAVIWYDESNKYYADSVKGR
FIISRDNSKNTLFT QMNSIL.RAEDTAVY YCARGYNS
RWYPDAIFDIWGQGTMVT VSS

33 4D4 VH CDR1 NYGMH

34 4D4 VH CDR2 VIWYDESNKYYADSVKG

35 4D4 VH CDR3 GYNSRWYPDAFDI

36 4D4 VK1 DIQMTQSPSSLSASVGDRV TITCRASQGISSWLAWY
QQKPEKAPKSLIY AASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFT
LTISSLQPEDFATYYCQQYNSYPLTIGGGTKVEIK

37 4D4 VK1 CDR1 RASQGISSWLA
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(continuacion)

SEQID |Descripcion Secuencia

38 4D4 VK1 CDR2 AASSLQS

39 4D4 VK1 CDR3 QQYNSYPLT

40 1002 VH1 QVQILVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESNYGLH
WVRQAPGKGLEWVAVIRYDGSNKY YADSVKGRE
TISRDNSKNTLYLQMSSLRAEDTAVY YCARGGSSW
YPDGLDVWGQGTTVTV §S

41 10D2 VH1 CDR1 NYGLH

42 10D2 VH1 CDR2 VIRYDGSNKYYADSVKG

43 10D2 VH1 CDR3 GGSSWYPDGLDY

44 10D2 VK1 AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWY
QQKPGKAPKLLIYDASSLESGVPSRESGSGSGTDFT
LTISSLQPEDIFATY YCQQINSYPTFGGGTKVEIK

45 10D2 VK1 CDR1 RASQGISSALA

46 10D2 VK1 CDR2 DASSLES

47 10D2 VK1 CDR3 QQFNSYPT

48 1002 VK2 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWY
QQKPEKAPKSLIY AASSLQSGVPSRFSGSGSGTDET
LTISSLQPEDFATY YCQQYNSYPLTIGGGTKVEIK

49 10D2 VK2 CDR1 RASQGISSWLA

50 10D2 VK2 CDR2 AASSLQS

51 10D2 VK2 CDR3 QQYNSYPLT

52 11A6 VH EVQLVESGGNLVQPGRSLRLSCAASGFTEDDY AM
HW VRQAPGKGLEWVSGISWNNNDIGY ADSVKGRE
IISRDNAKNSLYLQMNSLRPEDTALY YCVKGYYVI
LTGLDYWGQGTPVTVS §

53 11A6 VH CDR1 DYAMH

54 11A6 VH CDR2 GISWNNNDIGYADSVKG

55 11A6 VH CDR3 GYYVILTGLDY

56 11A8 VK1 DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWY
QQKPTKAPKSLIY AASST.QSGVPSRISGSGSGTDFT
LTISSLQPEDFATY YCQQYNSYPLTFGGGTKVEIK

57 11A6 VK1 CDR1 RASQGISSWLA

58 11A6 VK1 CDR2 AASSLQS

59 11A6 VK1 CDR3 QQYNSYPLT

60 24H2 VH QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGETFSNYGM
IIWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGGNKYYADSVKG
RFTISRDNSKNTLFLOMNSLRAEDTAVYYCARGGS
SWYPDAFDIWGQGTMVTV $§

61 24H2 VH CDR1 NYGMH

62 24H2 VH CDR2 VIWYDGGNKYYADSVKG

63 24H2 VH CDR3 GGSSWYPDAFDI
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64 24H2 VKi DIQMTQSPSST.SASVGDRVTITCRASQGISSWLAWY
QQKPEKAPKSLIY AASSLQSGVPSRISGSGSGTDET
LTISSLQPEDFATYYCQQYNSYPLTFGGGTKVEIK

65 24H2 VK1 CDR1 RASQGISSWLA

66 24H2 VK1 CDR2 AASSLQS

67 24H2 VK1 CDR3 QQYNSYPLT

68 SF8 VH EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYWMH
WVRQAPGKGLVWVSRIISDGSSTGY ADSVKGRFTI
SRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVY YCAREFSSGW
YFDYWGQGTLVTVSS

69 5F8 VH CDR1 SYWMH

70 5F8 VH CDR2 RIISDGSSTGYADSVKG

71 5F8 VH CDR3 EFSSGWYFDY

72 5F8 VK1 ATQLTQSPSST.SASVGDRVTITCRASQGISSAL AWY
QQKPGKAPKLLIYDASSLESGVPSRFSGSGSGTDFT
LTISSLQPEDFATY YCQQESSYPRTFGQGTK VEIK

73 5F8 VK1 CDR1 RASQGISSALA

74 5F8 VK1 CDR2 DASSLES

75 5F8 VK1 CDR3 QQFSSYPRT

76 5F8 VK2 DIQMTQSPSSL.SASVGDRVTITCRASQGISSWILAWY
QQKPEKAPKSLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTGFT
LTISSLQPEDFATY YCQQYNSYPRTIGQGTKVEIK

77 5F8 VK2 CDR1 RASQGISSWLA

78 5F8 VK2 CDR2 AASSLQS

79 5F8 VK2 CDR3 QQYNSYPRT

80 6E11VH EVQLVESGGALVQPGRSLRLSCAASGFTEDDY AM
HWVRQAPGKGI EWVSGITWNSGGIGY ADSVKGRF
TISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALY YCAKDRY'Y
SSWLLFDNWGQGILVTV $§

81 6E11 VH CDR DYAMH

82 6E11 VH CDR2 GITWNSGGIGYADSVKG

83 6E11 VH CDR3 DRYYSSWLLFDN

84 6E11 VK1 EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAW
YQQKPGQAPRLIITYGASSRATGIPDRISGSGSGTDI
TLTISRLEPEDFAVY YCQHYGSSEIFGPGTKVDIK

85 6E11 VK1 CDR1 RASQSYSSSYLA

86 6E11 VK1 CDR2 GASSRAT

87 6E11 VK1 CDR3 QHYGSSFT

88 7A11 VH

EVQLVESGGGLVQTGRSLRLSCAASGFTFDDY AM

HWVRQAPGKGLEWYVSDISWNSIDIIGYADSVKGRE

TISRDNAKNSLYLOMNSLRALEDTALY YCAKDIYGS
GSSIFDYWGQGILVTV S8
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89

7A11 VH CDR1

DYAMH

90

7A11 VH CDR2

DISWNSDIIGYADSVKG

91

7A11 VH CDR3

DIYGSGSSFFDY

92

7A11 VK1

DIQM TQSPSSLSASVGDRVTTICRASQYISSWLAWY
QQKPEKAPKSLIYAASSLQSGVPSRISGSGSGTDET
LTISSLQPEDIATY YCQQYHSYPPTFGQGTRLEIK

93

7A11 VK1 CDR1

RASQYISSWLA

94

7A11 VK1 CDR2

AASSLQS

95

7A11 VK1 CDR3

QQYHSYPPT

96

epitopo n.° 1 de 11F11

FTKVQQIRRAEPNVLLLDA

97

epitopo n.° 2 de 11F11

LYLPYKVLPVGDEWVG

98

IgG1 CHA1 tipo silvestre

ASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEDP
VTVSWNSGALTSGVHTTPAVIQSSGLYSILSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKY

99

CD73 His-etiquetado

MCPRAARAPATLLLALGAVLWPAAGAWELTILHT

NDVHSRLEQTSEDSSKCVNASRCMGGVARLEFTKV

QQIRRAEPNVLLLDAGDQYQGTIWFTVYKGAEVA

HFMNALRYDAMALGNHEFDNGVEGLIEPLLKEAK
FPILSANIKAKGPLASQISGLYLPYKVLPVGDEVVGI
VGYTSKETPFLSNPGTNLVFEDEITALQPEVDKLKT
I.NVNKITALGHSGFEMDKLIAQKVRGVDVVVGGHS
NTFLYTGNPPSKEVPAGK YPFIVTSDDGRKVPVVQ

AYAFGKYLGYLKIEFDERGNVISSIIGNPILLNSSIPE
DPSIKADINKWRIKIL.DNYSTQRELGKTIVYLDGSSQS

CRFRECNMGNLICDAMINNNLRHADETIWNIVSM
CILNGGGIRSPIDERNNGTITWENLAAVLPEGGTED

1.VQILKGSTLKKAFEHSVHRYGQS TGEFT.QVGGTHV
VYDLSRKPGDRVVKLDVLCTKCRVPSYDPLKMDE

VYKVILPNFLANGGDGFQMIKDELLRIIDSGDQDIN
VVSTYISKMKVIYPAVEGRIKHHHHHH

100

11F11 (cadena pesada de longitud
completa)

QVQLVIESGGGVVQPGRSLRLSCATSGITT'SNYGMH
WVRQAPGKGILEWVAVILYDGSNKYYPDSVKGRIT
ISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGGSSW
YPDSEFDIWGQGTMVIVSSASTKGPSVEPLAPCSRST
SESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTE
PAVLOSSGLYSISSVVTVPSSNFGTOTYTCNVDIIK
PSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVI'LI'PP
KPKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVOINWYV
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVI TVVHODW
LNGKEYKCKVSNKGLPAPIEK TISK TKGOPREPQV
YTLPPSREEMTKNQVSILTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLY SKLTVDKSRW
QOGNVESCSVMIEALIINITYTQOKSIST.SPGK

101

11F11 (cadena ligera de longitud
completa 1)

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQGVSSYLAWY
QQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFSGSGPGTDFT
LTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWHI TFGGGTKVEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREA
KVOWKVDNALQSGNSQLSVITFODSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKITKVYACEVTIIOGLSSPVTKSFNRGEC
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102

11F11 (cadena ligera de longitud
completa 2)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWY
QQKPEKAPKSLIYAASSLOSGVPSRESGSGSGTDFT
LTISSLOPEDFATY YCQQYNSYPLTFGGGTKVEIKR
TVAAPSVITFPPSDEQLKSGTASYVCLLNNIYPREA
KVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYLEKHKVYACEVIHQGLSSPVTKSINRGLC

103

4C3 (cadena pesada de longitud
completa)

EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDY AM
ITWVRQAPGKGLEWVSGISWKSGSIGY ADSVKGRF

TISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALYYCVKGYYVI
LTGLDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVIPLAPSSKSTS
GGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVIITEP
AVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNIIKPS

NTKVDKKVEPKSCDKTIITCPPCPAPELLGGPSVELF
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSIIEDPEVKENWY
VDGVEVIINAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLIIQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ

VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGIYPSDIAVEWLS

NGOPENNYKTTPPVLDSDGSITLY SKI. TVDKSRWOQ
QGNVISCSVMHEAL HNHYTOKSI ST SPGK

104

4C3 (cadena ligera de longitud
completa 1)

EIVLTQSPGTLSLSPGLERATLSCRASQSVSSYLAWY
QOKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFT
LTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPLTIGGGTKVEIKR
TVAAPSVITFPPSDEQLKSGTASVVCLINNEFYPREA
KVOWKVDNALQSGNSQUESVITEQDSKDSTYSLSSTL
TT.SKADYEKHKVYACEVTHOGILSSPVTKSFNRGEC

105

4C3 (cadena ligera de longitud
completa 2)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAW

YQQKPEKAPKSLIY AASSLQSGVPSRESGSGSGTDF
TLTISSLOPEDFATYYCQQYNSYPPTFGOGTKVEIK

RTVAAPSVFIFPPSDEQL KSGTASVVCLINNFYPRE

AKVOWKVDNALOSGNSOESVTEQDSKDS TYSISS

TLTLSKADYEKHKVY ACEVTHQGLSSPVTKSINRG
LC

106

4C3 (cadena ligera de longitud
completa 3)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTFTCRASQGISSWLAW
YQQKPEKAPKSLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDE
TLTISSLQPEDFATYYCQQYNSYPPTHFGQGTKVEIK
RTVAAPSVIIIPPSDIQILKSGTASVVCLINNITYPRI
AKVOWEKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSS
TLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSENRG
EC

107

4D4 (cadena pesada de longitud
completa)

QVOQLVESGGGVVQPGRSIRLSCAASGFTFSNYGM
HWVRQAPGKGLEWVAVIWYDESNKYYADSVKGR
FTISRDNSKNTLFLOMNSLRAEDTAVYYCARGYNS
RWYPDAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVEPLAPCS
RSTSESTAALGCLVEDYIPEPVIVSWNSGALTSGV
HTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTOTYTCNVD
HKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPY AGPSVEL
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSIIEDPEVOENW

YVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQ

QVYTLPPSREEMTKNQVSLT( LVK(JFYPSDIAVEW
ESNGOPENNYK I'TPPMLDSDGSFFLYSKI TVIIKSR
WOOGNVESCSVMITEALIINITY TOKSLSLSPGK
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108

4D4 (cadena ligera de longitud
completa 1)

DIQMTQSPSST.SASVGDRVTITCRASQGISSWLAWY
QQKPHKAPKSILIYAASSIL.QSGVPSRFSGSGSGTDIT
LTISSLQPEDEATY YCQQYNSYPLIFGGG K VEIKR
TVAAPSVEIFPPSDEQLKSGTASVVCLILNNEFYPREA
KVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKIIKVYACEVTIIQGLSSPVTKSFNRGEC

109

10D2 (cadena pesada de longitud
completa)

QVOQLVESGGGVVQPGRSILRLSCAASGFTEFSNYGILH
WVRQAPGKGLEWVAVIRYDGSNKY YADSVKGRI?
TISRDNSKNTLYLOMSSLRAEDTAVYYCARGGSSW
YPDGLDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVIPLAPCSRS
TSESTAALGCLVEKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
IFPAVLOSSGLYSL.SSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHK
PSNTKVDKRVESKYGPPCPSCPAPEFL.GGPS VELEDP
PKPEKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQUEDPEVOINWYV
DGVEVIINAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLIIQDW
LNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOPREPOVY
TLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SRI.TVDKSRWOR
GNVISCSVMHEALHNHYTOQKSLSLSLGK

110

10D2 (cadena ligera de longitud
completa 1)

ATQI . TQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSATAWY
QQKPGKAPKLLIYDASSLESGVPSRFSGSGSGTDHT
LTISSLQPEDEATY YCQQENS Y PIFGGGTK VEIKR T
VAAPSVFIFPPSDEQLK SGTASVVCLLNNEFYPREAK
VOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKIIKVYACEVTIIQGLSSPVTKSFNRGEC

111

10D2 (cadena ligera de longitud
completa 2)

DIQMTQSPSSLSAS VGDRV TTICRASQGISSWLAWY
QOKPEKAPKSLIYAASSLOSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLQPEDFATY YCQQYNS YPL TFGGG TKVEIKR
TVAAPSVEIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREA
KVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSISSTI.
TLSKADYLEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSINRGEC

112

11A6 (cadena pesada de longitud
completa)

EVOQLVESGGNI.VQPGRSILRLSCAASGFTFDDY AM
HWVRQAPGKGLEWVSGISWNNNDIGY ADSVKGRIE
IISRDNAKNSLYLOMNSLRPEDTALYYCVKGYYVI
LTGLDYWGQGTPVTVSSASTKGPSVEPTLAPSSKSTS
GGTAALGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTTP
AVIQSSGLYSLSSVVTVPSSSTGTOTYICNVNHKDPS
NTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSIIEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTILPPSRDELTKNQVSI TCL VKGEYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTITPPVLDSDGSFFLY SKL TVDIKSRWO
QOGNVESCSVMHEALHNITY TOKSILSLSPGK

113

11A6 (cadena ligera de longitud
completa 1)

DIQMTQSPSST.SASVGDRVTITCRASQGISSWLAWY
QQKPHKAPKSILIYAASSIL.QSGVPSRFSGSGSGTDIT
LTISSLQPEDEATY YCQQYNS YPLTHFGGGTK VEIKR
TVAAPSVEIFPPSDEQLKSGTASVVCLILNNEFYPREA
KVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKIIKVYACEVTIIQGLSSPVTKSFNRGEC

113
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114

24H2 (cadena pesada de longitud
completa)

QVQI VESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSNYGM
HWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGGNKY Y ADSVKG
RFTISRDNSKNTLFLQMNSLRAEDTAVYYCARGGS
SWYPDALIDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVIPLAPCS
RSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGV
HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVD
HKPSNTKVDKRVESK YGPPCPSCPAPEFLGGPSVEL
IPPKPKDTLMISRTPLVICVVVDVSQLDPEVOINW
YVDGVEVIINAKTKPREEQENSTYRVVSVLTVLIQ
DWLNGKEYKCK VSNKGLPSSIEK TISKAKGOPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSR
WQLGNVISCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

115

24H2 (cadena ligera de longitud
completa 1)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWILAWY
QOKPEKAPKSLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFT
LTISSLOQPEDFATYYCQQYNSYPLTFGGGTKVEIKR
TVAAPSVEIFPPSDEQI KSGTASVVCLINNFYPREA
EKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSILSSTIL.
TLSKADYEKIKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

116

5F8 (cadena pesada de longitud
completa)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYWMII
WVRQAPGKGLVWVSRIISDGSSTGYADSVKGRFTT
SRDNAKNTLYLOMNSLRAEDTAVY YCARLISSGW
YFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSG
GTAALGCT.VKDYFPEPVIVSWNSGAL TSGVHTEPA
VLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSN
TKVDKKVEPKSCDKTITCPPCPAPELLGGPSVFLEP
PKPKDTILMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVI TVLHQDW
LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPOV
YTLPPSRDELTEKNOVST.TCIL.VKGFYPSDIAVEWESN
GOPENNYKTTPPVLDSDGSITLYSKL TVDKSRWOQQ
GNVESCSVMIIEALIINIIY TOQKSLSLSPGK

117

5F8 (cadena ligera de longitud
completa 1)

AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWY
QOKPGKAPKLLIYDASSLESGVPSRISGSGSGIDET
LTISSLQPEDFATYYCQQFSSYPRTFGQGTKVEIKRT
VAAPSVFIFPPSDEQI KSGTASVVCLINNFYPREAK
YOWKVDNALQSGNSQESVITEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHOGI.SSPVTKSFNRGEC

118

5F8 (cadena ligera de longitud
completa 2)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWY
QOKPEKAPKSLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTGFT
LTISSLQPEDFATY YCQQYNSYPRTFGQGTKVEIKR
TVAAPSVEIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREA
KVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVY ACEVTHOGLSSPVTKSINRGEC

114
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119

6E11 (cadena pesada de longitud
completa)

EVQLVESGGALVQPGRSLRLSCAASGFTFDDY AM
HWVRQAPGKGLEWVSGITWNSGGIGYADSVKGRE
TISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTALYYCAKDRYY
SSWLLFDNWGQGITLVTVSSASTKGPS VEPT.APSSKS
TSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTOTYICNYNHE
PSNTKVDKKVEPKSCDKTITTCPPCPAPELLGGPSVE
LFPPKPKDTI.MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVI TVLH
ODWINGKEYRKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPRE
POVYTLPPSRDELTEKNQVSLTCLVKGHYPSDIAVL
WESNGOPENNYKTTPPVL.DSDGSFFLYSKIL.TVDKS
RWOOGNVESCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK

120

6E11 (cadena ligera de longitud
completa 1)

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAW
YOQQKIGQAPRLLIYGASSRATGIPDRESGSGSGTDE
TLTISRLEPEDFAVYYCQHYGSSFTFGPGTKVDIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLINNFYPREA
KVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

121

7A11 (cadena pesada de longitud
completa)

EVQLVESGGGLVQTGRSLRLSCAASGFTFDDY AM
HWVRQAPGKGLEWVSDISWNSDIIGY ADSVKGRF
TISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTALYYCAKDIYGS
GSSFFDYWGQGILVTVSSASTKGPSVEPLAPSSKST
SGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVIITE
PAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVITL
FPPKPKDTLMISRTPIVTCVVVDVSHEDPEVKITNW
YVDGVEVHNAKTKPREFOQYNSTYRVVSVITVI.HOQ
DWINGKEYKCKVSNKAL PAPIEK TISKAKGQPREP
OVYTLPPSRDELTEKNQVSILTCLVKGIYPSDIAVEW
ESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WOOQGNVESCSVMHEAT HNHY TOKSLSLSPGK

122

7A11 (cadena ligera de longitud
completa 1)

DIQMTQSPSSLSAS VGDRVTITCRASQYISSWLAWY
QQKPEKAPKSLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFT
L TISSLQPEDFATY YCQQY HSYPPTFGQGTRLEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVYCLINNFYPREA
KVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSISSTT,
TLSKADYCKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSINRGEC

123

Bisagra C219S

ERKSCVECPPCPAFPPVAG

124

IgG2 CH1 (tipo silvestre)

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTTIPAVILQSSGLYSLSSVVTV
PSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTV

125

IgG1 CH2 + A330S y P331S

PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KENWYVDGVEVIINAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAK

115
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126

region constante de IgG1 humana

ASTKGPSVIPLAPSSKSTSGGTAALGCTL.VKDYTFPTP
VIVEWNSGAIL TSGVHTFPAVI.QSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKT
HTCPPCPAPELLGGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKINWYVDGVEVHNAKTKPRE
FQYNSTYRVVSVILTVILHQDWINGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK'T'ITPPY
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNYEFSCSVMHEA
LHNHYTQKSLSLSPGK

127

region constante de IgG1 humana
(variante alotipo)

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VIVSWNSGALTSGVHTTI'PAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLOGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKT
HTCPPCPAPELLGGPSVILIPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKINWYVDGVEVHNAKTKPRE
FEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWILNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK'T'ITPPY
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNYEFSCSVMHEA
LHNHYTQKSLSLSPGK

128

IgG1 CH3 + E356 y M358

GOPREPQVYTIL.PPSREEMTKNQVSIL.TCL.VKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSISLS
PGK

129

region constante de 1gG1

ASTKGPSVIPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYIPEP
VIVSWNSGALTSGVHTTPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLOTQTYICNVNHEKPSNTKVDKKVEPKSCDKT
HTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTI.MISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKENWY VDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOQGNVEFSCSVMHEA
LHNHYTQKSLSLSPGK

130

region constante de 1IgG2

ASTKGPSVEP LAPCSRSTSE STAALGCLVK
DYFPEPVTVS WNSGALTSGV HTFPAVLQSS
GLYSLSSVVT VPSSNI'GTQT YTCNVDHKPS
NTKVDKTVER KCCVECP PCPAPPVAG
PSVILI'PPKP KDTLMISRTP EVTCVVVDVS
HEDPEVQENW YVDGVEVIINA KTKPREEQFN
STFRVVSVLT VVIIQDWLNGK EYKCKVSNKG
LPAPIEKTIS KTKGQPREPQ VYTLPPSREE
MTKNQVSLTC LVKGFYPSDI AVEWESNGQP
ENNYKTTPPM LDSDGSTFFLY SKLTVDKSRW
QQGNVFESCSV MHEALHNHY'T' QKSLSLSPGK

131

cadena ligera kappa de IgG1 humana
(CL)

RTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY
PREAKVQWKV DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD
STYSLSSTLT LSKADYEKHK VYACEVTHQG
.SSPVTKSFN RGEC

132

Extremo C de la cadena pesada

LSPGK
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133

CD73.4-1IgG2CS-IgGl.If, Secuencia AA

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGEFTFSNYGM
HWVRQAPGKGLEWVAVILYDGSNKY YPDSVKGR
FIISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVY YCARGGSS
WYPDSEFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVFPLAPCSR
STSESTAALGCLVKDYFPEPVTIVSWNSGALTSGVII
TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDII
KPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW
[NGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKGQPREPQVY
TLPPSREEMTKNQVSLTCLVYKGFYPSDIAYVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVIKSRWQQ
GNVISCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

134

CD73.4-1IgG2CS-1gG1.1f, secuencia
NT

caggtgcagetpgtppastctgpapoasocotpotecagectgggagatcee
clgagactctectgtgcagectetggaticaccitcagtaactatggcatgeactg,
gglecgecaggetecaggeaaggeactgsagtggptgocagttatatigtalga
tggaaglaalaaalaclalecagaclec glgaaggecegaticaccalclecaga
gacaattccaagaacacgctgatctgeaaatgaacagectgagagecgagga
cacggctglgtattactgtgegagagpoeecageagetgglaccctgattetittg
alatctggggccaaggaacaatgglcaccglelcttcagegtegaccaagggcec
calcggtelleccectggegeectgelecaggageaccloc gagageacageg
geectggaetgectgatcaaggactacttccecgaaccggtgacggtategtag
aactcaggcgetctgaccageggcgltgeacaccticecagetgtectacagiect
caggactletacieecteageagegtggtgaccegtgecctecageaacticggea
cecagacclacacctgeaac glagalcacaageccageaacaccaagglggac
aagacagttpagcgcaaatcctgtptcgagtacecacegtpeccageaccacct
gtggeaggaccgicaglicttectettecceccaaaacccaaggacaccetcatg
atcteccggaccectpaggtcacatgegtoptgetgeacgtgagecacgaaga
cectgaggteaagticaactggtac gtggacgec ptogagoatocataatgecaa
gacanageegegggaggageaglacaacageacglaceglgtggleagegle
ctecaccgtectgecaccaggactggetgaatgpgeaaggagtacaagtgcaaggt
clccaacaaagecctcccaageageatcgagaaaaccatclccaaagecaaag
ggeagececgagaaccacaggtgtacacectgeccecatecegggaggagat
gaccaagaaccaggleageclgacctgectggteaaaggcticlateccagega
catcgeegtggaglgaaagagcaatggacagec ggagaacaactacaagacc
acgectecegtpetggactecgacggctecticticetctatageaagetcaccgt
geacaagagcaggtepcageagge saacgtcticteatgcteegtgatgeatg
aggclctgeacaaccactacacgeagaagagecictecctgleceeggglaaa

135

CD73.4 VH (a.a.)

QVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFITISNYGM

HWVROAPGKGLEWVAVILYDGSNKYYPDSVKGR
FTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGGSS
WYPDSFDIWGQGTMVTVSS

136

bisagra de 1gG2 tipo silvestre

ERKCCVECPPCPAPPVAG

137

IgG1 CH2 tipo silvestre

PSVFLFPPKPKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KINWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWINGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK

138

IgG1 CHB3 tipo silvestre

GQPREPQVY'TLPPSREEMTKNQVSLTCLYKGEYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVI.DSDGSFFLYSKI.
TVDKSRWQQGNVI'SCSVMHEALHNHY TQKSLSLS
PGK
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139

VH 11F11 - Secuencia de Nucledtidos

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTG
GTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTG
CAACUTCTGGATTCACCTTCAGTAACTATGGCAT
GCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCT
GGAGTGGGTGGCAGTTATATTGTATGATGGAAGT
AATAAATACTATCCAGACTCCGTGAAGGGCCGA
TTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGC
TGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGG
ACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGGGGCA
GCAGCTGGTACCCTGATTCTTTTGATATCTGGGG
CCAAGGAACAATGGTCACCGTCTC TTCA

140

VK1 11F11 - Secuencia de
Nucledtidos

GAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGCCACCCTGT
CTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTG
CAGGGCCAGTCAGGGTGTTAGCAGCTACTTAGCC
TGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGG
CTCCTCATCTATGATGCATCCAACAGGGCCACTG
GCATCCCAGCCAGG T TCAGTGGCAGTIGGGOCTG
GGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTAGA
GCCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGICAGCAG
CGTAGCAACTGGCATCTCACTTTCGGCGG
AGGGACCAAGGTGGAGATCAAA

141

VK2 11F11 - Secuencia de
Nucledtidos

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGT
CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTG
TCGGGCGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCC
TOGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCCCCTAAG
TCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTIGCAAAGTG
GGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTICTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAG
TATAATAGTTACCCTCICACTTTCGGCGG
AGGGACCAAGGTGGAGATCAAA

142

VH 4C3 - Secuencia de Nucleétidos

GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTG
GTACAGCCTGGCAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCCTCTGGATTCACCTTTGATGATTATGCCAT
GCACTGGOGTCCGGCAAGCTCCAGGGAAGGGCCT
GGAGTGGGTCTCAGGTATTAGTTGGAAGAGTGG
TAGCATAGGCTATGCGGACTCTGTGAAGGGCCG
ATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCC
CTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCTGAG
GACACGGCCTTGTATTACTGTGTAAAAGGGTATT
ACGTITATTTTGACTGGCCTTGACTACTGGGGCCA
GGOAACCCTGGTCACCGTCTCCTC A

143

VK1 4C3 - Secuencia de Nucledtidos

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGT
CTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTG
CAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCTACTTAGCC
TGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGG
CICCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTG
GCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTG
GGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGA
GCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGICAGCAG
TATGGTAGCTCACCGCTCACTTTCGGCGGAGGGA
CCAAGGTGGAGATCAAA
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VK2 4C3 - Secuencia de Nucledtidos

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGT
CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCTTCACTTG
TCOGGGCGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCC
TGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCCCCTAAG
TCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTG
GGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAG
TATAATAGTTACCCTCCAACGTTCGGCCA
GGGGACCAAGGTGGAAATCAAA

145

VK3 4C3 - Secuencia de Nucledtidos

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGT
CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCTTCACTTG
TCGGGCGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCC
TGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCCCCTAAG
TCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTG
GGOTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAG
TATAATAGTTACCCTCCAACGTTCGGCCA
AGGGACCAAGGTGGAAATCAAA

146

VH 4D4 - Secuencia de Nucleétidos

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTG
GTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCGTCTGGATTCACCTTCAGTAACTATGGCAT
GCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCT
GGAGTGGGTGGCAGTTATATGGTATGATGAAAG
TAATAAATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCG
ATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACG
CTGTTTCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAG
GACACGGCTGTGTATTATIGTGCGAGAGGGTATA
ACAGCAGGTGGTACCCTGATGCTTTTGATATCTG
GGOCCAAGGGACAATGOTCACCGT CTCTTCA

147

VK1 4D4 - Secuencia de Nucledtidos

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGT
CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTG
TCGGGCGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCC
TGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCCCCTAAG
TCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTG
GGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAG
TATAATAGTTACCCGCTCACTTTCGGCGGAGGGA
CCAAGGTGGAGATCAAA

148

VH1 10D2 - Secuencia de Nucleétidos

CAGGTGCAGCTGGTGOGAGTCTGGGGGAGGCGTG
GTCCAGCCTGOGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCGTCTGGATTCACCTTCAGTAACTATGGCCT
GCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCT
GGAGTGGGTGGCAGTTATACGGTATGATGGAAG
TAATAAATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCG
ATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACG
CTGTATCTGCAAATGAGCAGCCTGAGAGCCGAG
GACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGGGOGGGC
AGCAGCTGGTACCCGGACGGTTTGGACGTCTGG
GGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTC CTCA
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VK1 10D2 - Secuencia de Nucledtidos

GCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGT
CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTG
CCGGOGCAAGTCAGGGCATTAGCAGTGCTTTAGCC
TGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCTCCTAAG
CTCCTGATCTATGATGCCTCCAGTTTGGAAAGTG
GGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCAACAG
TTTAATAGTTACCCCACTTTCGGCGGAGGGACCA
AGGTGGAGATCAAA

150

VK2 10D2 - Secuencia de Nucledtidos

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGT
CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTG
TCGOGCGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCC
TGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCCCCTAAG
TCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTG
GOGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAG
TATAATAGTTACCCGCTCACTTTCGGCGGAGGGA
CCAAGOGTGGAGATCAAA

151

VH 11A6 - Secuencia de Nucledtidos

GAAGTGCAGCTGGTGGAATCTGGGGGAAACTTG
GTACAGCCTGGCAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCCTCTGGATTCACCTTTGATGATTATGCCAT
GCACTGGGTCCGGCAAGCTCCAGGGAAGGGCCT
GGAGTGGGTCTCAGGTATTAGTTGGAATAATAAT
GACATAGGCTATGCGGACTCTGTGAAGGGCCGA
TTCATCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCCC
TGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGACCTGAGG
ACACGGCCTTGTATTATIGTGTAAAAGGTTATTA
CGTTATTTTGACTGGTCTTGACTACTGGGGCCAG
GGAACCCCGGTCACCGTCTCCTC A

152

VK1 11A6 - Secuencia de Nucledtidos

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGT
CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTG
TCGAGCGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCC
TGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCCCCTAAG
TCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTG
GGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAG
TATAATAGTTACCCGCTCACTTTCGGCGGAGGGA
CCAAGGTGGAGATCAAA

153

VH 24H2 - Secuencia de Nucleétidos

CAGGTGCAACTGGTGOGAGTCTGGOGGAGGCGTG
GTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCGTCTGGATTCACCTTCAGTAACTATGGCAT
GCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCT
GGAGTGGGTGGCAGTTATATGGTATGATGGAGG
TAATAAATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCG
ATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACG
CTGTTTCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAA
GACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGGGGC
AGCAGCTGGTACCCTGATGCTTTTGATATCTGGG
GCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTC TTCA

120




ES 2807 182 T3

(continuacion)

SEQID

Descripcion

Secuencia

154

VK1 24H2 - Secuencia de Nucledtidos

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGT
CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTG
TCGOGGCGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCC
TGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCCCCTAAG
TCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTG
GGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAG
TATAATAGTTACCCTCTCACTTTCGGCGGAGGGA
CCAAGGTGGAGATCAAA

155

VH 5F8 - Secuencia de Nucledtidos

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCCGGGGGAGGCTTA
GTTCAGCCTGGOGGOGTCCCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCCTCTGOATTCACCTTCAGTAGCTACTGGAT
GCACTGGGTCCGOCCAAGCTCCAGGGAAGGGGCT
GGTGTGGGTCTCACGTATTATTAGTGATGGGAGT
AGCACAGGTTACGCOGGATTCCGTGAAGGGCCGA
TTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACACG
CTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCCGAG
GACACGGCTGTGTATTACTGTGCAAGAGAGTTTA
GCAGTGGCTGGTACTTTGACTACTGGGGCCAGGG
AACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

156

VK1 5F8 - Secuencia de Nucledtidos

GCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGT
CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTG
CCGGGCAAGTCAGGGCATTAGCAGTGCTTTAGCC
TGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCTCCTAAG
CTCCTGATCTATGATGCCTCCAGTTTGGAAAGTG
GGOTCOCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCAACAG
TTTAGTAGTTACCCTCGGACGTTCGGCCAAGGGA
CCAAGGTGGAAATCAAA

157

VK2 5F8 - Secuencia de Nucledtidos

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGT
CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTG
TCGGGOGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCC
TGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCCCCTAAG
TCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTG
GGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GGACAGGTTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAG
TATAATAGTTACCCTCGGACGTTCGGCCAAGGGA
CCAAGOTGOAAATCAAA

158

VH 6E11 - Secuencia de Nucledtidos

GAAGTGCAGCTOGGTGOAGTCTGOGGGAGCCTTG
GTACAGCCTGGCAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCCTCTGGATTCACCTTTGATGATTATGCCAT
GCACTGGGTCCGGCAAGCTCCAGGGAAGGGCCT
GGAGTGGGTCTCAGGTATTACTTGGAATAGTGGT
GGCATAGGCTACGCGGACTCTGTGAAGGGCCGA
TTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCCC
TGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCTGAGG
ACACGGCCTTGTATTACTGTGCAAAAGATAGGTA
TTACAGCAGTTOGGCTCCTCTITGACAACTGGGGC
CAGGGAATTCTGGTCACCGTCTC C'TCA
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VK1 6E11 - Secuencia de Nucledtidos

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGT
CTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTG
CAGGOGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTT
AGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCC
CAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCC
ACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGG
TCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGAC
TGGAGCCTGAAGATTITGCAGTGTATTACTGTCA
GCATTATGGTAGCTCATTCACTTTCGGCCCTGGG
ACCAAAGTGGATATCAAA

160

VH 7A11 - Secuencia de Nucledtidos

GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTG
GTACAGACTGGCAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCCTCTGGATTCACCTTTGATGATTATGCCAT
GCACTGGGTCCGGCAAGCTCCAGGGAAGGGCCT
GGAGTGGGTCTCAGATATTAGTTGGAATAGTGAT
ATTATAGGCTATGCGGACTCTGTGAAGGGCCGAT
TCACCATCTCTAGAGACAACGCCAAGAACTCCCT
GTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCTGAGGA
CACGGCCTTGTATTACTGTGCAAAAGATATTTAT
GGTTCGGGGAGTTCTTTTTTTGACTACTGGGGCC
AGGGAATCCTGGTCACCGTCTC CTCA

161

VK1 7A11 - Secuencia de Nucledtidos

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGT
CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTG
TCGGGCGAGTCAGTATATTAGCAGCTGGTTAGCC
TGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCCCCTAAG
TCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTG
GGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAG
TATCATAGTTACCCTCCCACCTTCGGCCA
AGOGACACGACTGGAGATTAAA

162

IgG1-IgG2-IgG1f2 (MHCCR)

ASTKGPSVIPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYIPEP
VIVSWNSGALTSGVIITFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVDKKVERKCCVEC
PPCPAPPYAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSIVLYSKLTVDKSRWQQGNVISCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK

163

IgG1-IgG2CS-1gG1f2 (MHCCR)

ASTKGPSVEPLAPSSKS TSGG TAALGCLYKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVDKKVERKSCVEC
PPCPAPPYVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSIHEDPEVKINWY VDGVEVIINAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLIIQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFRLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMITEALTINII
YTQKSLSLSPGK

122
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164 lgG2-gG1f2 (MHCCR) ASTKGPSVIPLAPCSRSTSES TAALGCLVKDYEPLP
VIVSWNSGALTSGVHIFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSNFGTOTYTCNVDIKPSNTKVDKTVERKCCVEC
PPCPAPPY AGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVY
VDVSHLDPLEVKINWY VDGVEVHNAK TKPRELQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISK AKGQPREPQVY TLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKI TVDKSRWQOGNVFS CSYMHEATHNH
YTQKSI S1 SPGK

165 IgG2CS-gG1f2 (MHCCR) ASTKGPSVEFPLAPCSRSTSESTAALGCT.VKDYFPEP
VIVSWNSGALTSGVHTIPAVLQSSGLYSLSSVV TV
PSSNIFGTQTYTCNVDHKPSNTK VDK TVERKSCVEC
PPCPAPPVAGPSVIFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPLVKINWY VDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMIIEALTINTI
YTOKSLSLSPGK

166 IgG1-1gG2-19G1.1f (MHCCR) ASTKGPSVIPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYIPEP
VIVSWNSGALTSGVHTIPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNIIKPSNTKVDKK VERKCCVEC
PPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV

VDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQY

NSTYRVVSVL TV HQDWI NGKEYKCKVSNKAIPS
SIEKTISKAKGQPREPQVY TT PPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSD
GSFELYSKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK

167 IgG1-IgG2CS-1gG1.1f (MHCCR) ASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYTPEP
VIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVERKS CVEC
PPCPAPPV AGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVY
VDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWINGKEYKCKVSNKAIPS
SIEKTISKAKGQPREPQVY'TT. PPSREEMTKNQVSILT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSD
GSIFFLYSKLTVDKSRWQQGNVI'SCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK

168 IgG2-1gG1.1f (MHCCR) ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGAT TSGVHTEPAVLOSSGLYSL.SS VYTV
PSSNIGTQTYTCNVDHKPSNTK VDK TVERKCCVEC
PPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAK TKPREFQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPS
SIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSIFLYSKLTVDKSRWQQGN VISCSVMHEALHNH
YTOQKSLSLSPGK

123
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169 IgG2CS-1gG1.1f (MHCCR) ASTKGPSVIPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYIPIP
VIVSWNSGALTSGVHTTPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVEC
PPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVY
VDVSHEDPEVKENWY VDGVEVHNAK TKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPS
SIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQOQGNVESCSVMHEALHNH
YTOKSLSLSPGK

170 CD73.3 VH (a.a) EVOLVESGGOLVOPGRSLRLSCAASGITEDDY AM

HWVRQAPGKGLEWVSGISWKSGSIGY ADSVKGRF
TISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTVLYYCVKGYYVI
LTGLDYWGQGTLVTVSS

171 CD73.5VH (a.a) OVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCASSGFTFSNYGMH
WVRQAPGKGI EWVAVILYDGSNKY YPDSVKGRET
ISRDNSKNTLYLOMNSLRACDTAVYYCARGGSSW

YPDSFDIWGQGTMVTVSS

172 CD73.6 VH (a.a) QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGETESNYGM

HWVRQAPGKGLEWVAVILYDSSNKY YPDSVKGRF
TISRDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCARGGSS
WYPDSIDIWGQGTMVTVSS

173 CD73.7 VH (a.a) QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCASSGFTESNYGMII
WVRQAPGKGLEWVAVILYDSSNKYYPDSVKGRET
ISRDNSKNTLY LQMNSLRAEDTAVY YCARGGSSW
YPDSFDIWGQGTMVTVSS

174 CD73.8 VH (a.a) QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTISNYGM

HWVRQAPGKGLEWVAVIWYDSSNKYYPDS VKGR
FTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGGSS
WYPDSFDIWGQGTMVTVSS

175 CD73.9VH (a.a) QVQLVESGGGVVQPGRST RI.SCASSGFTESNYGMH

WVRQAPGKGLEWVAVIWYDSSNKY YPDSVKGRI
TISRDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCARGGSS
WYPDSFDIWGQGTMVTVSS

176 CD73.10 VH (a.a) QVQILVESGGGVVQPGRST RLSCAASGFTESNYGM

HWVRQAPGKGLEWVAVIWYDESNKYYPDSVKGR
FITSRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY YCARGGSS
WYPDSI'DIWGQGIMVTVSS

177 CD73.11VH (a.a) QVQILVESGGGYVQPGRSIRLSCAASGETESNY GM

HWVRQAPGKGLEWVAVIWYDESNKYYADSVKGR
FTISRDNSKNTLFLOMNSLRAEDTAVY YCARGYNS
RWYPDAFDIWGQGTMVTVSS

178 bisagra hibrida 1gG2/1gG1 ERKCCVECPPCPAPELLGG

179 bisagra hibrida gG2 C219S/IgG1 ERKSCVECPPCPAPELLGG
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180 IgG1-gG2-IgG1f ASTKGPSVIPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKIYIPIP
VIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNIIKPSNTKVDKKVERKCCVEC
PPCPAPELLGGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVICVY
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK TKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGOQPREPQVY TLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWOQQGNVESCS VMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK

181 I9G 1-lgG2CS-IgG1f ASTKGPSVIPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYTPEP
VIVSWNSGALTSGVIITFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNIIKPSNTKVDKKVERKSCVEC
PPCPAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSIEDPEVKFNWY VDGVEVIINAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLIIQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQOQGNVESCSVMITEALIINTI
YTOKSLSLSPGK

182 IgG2-1gG1f ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEP

VTVSWNSGALTSGVIITFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTK VDK TVERKCCVEC
PPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK TKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQOQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK

183 IgG2CS-1gG1f ASTKGPSVIPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYIPEP

VIVSWNSGALTSGVIITFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSNEGTQTYTCNVDIIKPSNTKVDKTVERKSCVEC
PPCPAPELLGGPS VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVY
VDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGOPREPQVY TLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGIYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSITLYSKLTVDKSRWQQGNVISCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK
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184

mAb-CD73.3-Vh-hHC-IgG1.1f

EVQLVESGGG LVQPGRSIRIL SCAASGFTHD
DYAMHWVRQA PGKGLEWVSGISWKSGSIGY
ADSVKGRI'TI SRDNAKNSLY LOQMNSLRALED
TALYYCAKGYYVILTGLDYW GQGTLVTVSS
ASTKGPSVEFP LAPSSKSTSG GTAALGCLVK
DYFPEPVTVS WNSGALTSGV HTFPAVLQSS
GLYSLSSVVT VPSSSLGTQT YICNVNIIKPS
NTKVDKRVEDP KSCDKTHTCD PCPAPEAEGA
PSVFLFPPKP KDTLMISRTP EVTCVVVDVS
HEDPEVKINW YVDGVEVHNA KTKPREHQYN
STYRVVSVLT VLHOQDWLNGK EYKCKVSNKA
LPSSIEKTIS KAKGQPREPQ VYTLPPSREL
MTEKNQVSLTC LVKGFYPSDI AVEWESNGQP
ENNYKTTPPV LDSDGSFFLY SKLTVDKSRW
QOQGNVFSCSY MIHEALIINITYT QKSLSLSPG

185

mAb-CD73.3-Vh-hHC-IgG2-C219S

EVQLVESGGG LVQPGRSLRL SCAASGFTFD
DY AMHWVRQA PGKGLEWVSG ISWKSGSIGY
ADSVKGRFTI SRDNAKNSLY LQMNSLRAED
TALYYCAKGY YVILTGLDYW GQGTLVTVSS
ASTKGPSVFP LAPCSRSTSE STAALGCLVK
DYFPEPVTVS WNSGALTSGYV HTFPAVLQSS
GLYSLSSVVT VPSSNFGTQT YTCNVDHKPS
NTKVDKTVHER KSCVECPPCP APPVAGPSVH
LFPPKPKDTL MISRTPEVTC VVVDVSHEDP
EVQFNWYVDG VEVIINAKTKP REEQFNSTFR
VVSVLTVVHQ DWLNGKEYKC KVSNKGLPAP
IEKTISKTKG QPREPQVY'IT. PPSREEMTKN
QVSLTCLVKG FYPSDIAVEW ESNGQPENNY
KTTPPMI.DSD GSFFLYSKIL.T VDKSRWQQGN
VISCSVMHEA LHNHYTQKSL SLSPG

186

mAb-CD73.3-Vh-hHC-1gG2-C219S-
IgG1.1f

EVQLVESGGG LLVQPGRSLRI. SCAASGFITFD
DY AMHWVRQA PGKGLEWVSG ISWKSGSIGY
ADSVKGRFTI SRDNAKNSLY LOMNSLRAED
TALYYCAKGY YVILTGLDYW GQGTLVTVSS
ASTKGPSVIP LAPCSRSTSE STAALGCLVK
DYFPEPVTVS WNSGALTSGV HITFPAVLQSS
GLYSLSSVVT VPSSNEFGTQT YTCNVDHKPS
NTKVDKTVER KSCVECPPCP APPVAGPSVE
LFPPKPKDTL MISRTPEVTC VVVDVSIIEDP
EVKFNWY VDG VEVHNAKTKDP REEQYNSTYR
VVSVLTVLIIQ DWLNGKEYK(C KVSNKALPSS
[EKTISKAKG QPREPQVYTL PPSREEMTEN
QVSLTCLVKG FYPSDIAVEW ESNGQPENNY
KTTPPVLDSD GSFFLYSKLT VDKSRWQQGN
VFSCSVMHEA LHNHYTQKSL SLSPG
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187

mAb-CD73.4-Vh-hHC-IgG1.1f

QVQLVLESGGG VVQPGRSLRL SCAASGITTES
NYGMIIWVRQA PGKGLEWVAYV ILYDGSNKYY
PDSVKGRFTI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED
TAVYYCARGG SSWYPDSFDI WGQGTMVTVS
SASTKGPSVE PLAPSSKSTS GGTAALGCLY
KDYFPPEPVTV SWNSGALTSG VHTTPAVLQS
SGLYSLSSVV TVPSSSLGTQ TYICNVNHKDP
SNTKVDKRVE PKSCDKTHTC PPCPAPEAEG
APSVILIFPPK PKDTLMISRT PEVICVVVDV
SHEDPEVKFN WYVDGVEVIIN AKTKPREEQY
NSTYRVVSVL TVLHODWLNG KEYKCKVSNK
ALPSSIEKTI SKAKGQPREP QVYTI.PPSRE
EMTKNQVSLT CLVKGFYPSD IAVEWHSNGQ
PENNYKTTPP VLDSDGSITL YSKLTVDKSR
WQOQGNVFEFSCS VMIIEALIINITY TQKSLSLSPG

188

mAb-CD73.4-Vh-hHC-IgG2-C219S

QVQLVESGGG VVQPGRSLRL SCAASGFTES
NYGMIIWVRQA PGKGLEWVAV ILYDGSNKYY
PDSVKGRFTI SRDNSKNTLY LQMNSLRAED
TAVYYCARGG SSWYPDSFDI WGQGTMVTVS
SASTKGPSVE PLAPCSRSTS ESTAALGCLV
KDYFPEPVTV SWNSGALTSG VHTFPAVLQS
SGLYSLSSVV TVPSSNFGTQ TYTCNVDHKP

SNTKVDKTVE RKSCVECPPC PAPPVAGPSY
FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSIIED
PEVOQFNWYVD GVEVHNAKTK PREEQFNSTF
RVVSVLTVVH QDWINGKEYK CKVSNKGILPA
PIEKTISKTK GQPREPQVYT LPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN
YKTTPPMLDS DGSFFLY SKL TVDKSRWQQG
NVESCSVMHE ALHNHYTQKS IL.SL.SPG

189

mAb-CD73.4-Vh-hHC-1gG2-C219S-
IgG1.1f (idéntica a SEQ ID NO: 133,
excepto que carece de lisina C-
terminal)

QVQLVESGGG VVQPGRSIRL SCAASGFTFS
NYGMHWVRQA POGKGLEWVAV ILYDGSNKYY
PDSVKGRITI SRDNSKNTLY LOMNSLRALD
TAVYYCARGG SSWYPDSI'DI WGQGTMVTVS
SASTKGPSVI PLAPCSRSTS ESTAALGCLY
KDYFPEPVTV SWNSGALTSG VIITFPAVLQS
SGLYSLSSVV TVPSSNFGTQ TYTCNVDIIKP
SNTKVDKTVE RKSCVECPPC PAPPVAGPSV
FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED
PEVKFNWYVD GVEVHNAKTK PREEQYNSTY
RVVSVLTVLH QDWILNGKEYK CKVSNKAILPS
SIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GI'YPSDIAVE WESNGQPENN
YKTTPPVLDS DGSTTLYSKL TVDKSRWQQG
NVEFSCSVMIIE ALIINITYTQKS LSLSPG
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190

mAb-CD73.5-Vh-hHC-IgG1.1f

QVQLVESGGG VVQPGRSLRL SCASSGFTES
NYGMHWVRQA PGKGLEWVAV ILYDGSNKYY
PDSVKGRFTI SRDNSKNTLY LQMNSLRAED
TAVYYCARGG SSWYPDSEDI WGQGTMVTVS
SASTKGPSVE PLAPSSKSTS GGTAALGCLY
KDYPPEPVTV SWNSGALTSG VHTFPAVLQS
SGLYSLSSVV TVPSSSLGTQ TYICNVNHKP
SNTKVDKRVE PKSCDKTHTC PPCPAPEALG
APSVFLFPPK PKDTLMISRT PEVTCVVVDV
SHEDPEVKFEN WYVDGVEVHN AKTKPREEQY
NSTYRVVSVL TVLHQDWLNG KEYKCKVSNK
ALPSSIEKTI SKAKGQPREP QVYTLPPSRE
EMTKNQVSIL.T CLVKGFYPSD ITAVEWESNGQ
PENNYK'T'IPP VLDSDGSEFIL YSKLTVDKSR
WQQGNVFSCS VMIEALIINITY TQKSLSLSPG

191

mAb-CD73.5-Vh-hHC-IgG2-C219S

QVQLVESGGG VVQPGRSLRL SCASSGETTS
NYGMHWVRQA PGKGLEWVAV ILYDGSNKYY
PDSVKGRITI SRDNSKNTLY LQMNSLRAED
TAVYYCARGG SSWYPDSFDI WGQGTMVTVS
SASTKGPSVF PLAPCSRSTS ESTAALGCLY
KDYFPEPVTV SWNSGALTSG VHTFPAVLQS
SGLYSLSSVV TVPSSNIFGTQ TYTCNVDHKP
SNTKVDKTVE RKSCVECPPC PAPPVAGPSV
FLIFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED
PEVOQIINWYVD GVEVHNAKTK PREFQINSTT
RVVSVI.TVVH QDWINGKEYK CKVSNKGI.PA
PIEKTISKTK GQPREPQVYT LLPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN
YKTTPPMILIDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG
NVEFSCSVMHE ALHNHYTQKS I.51.8PG

192

mAb-CD73.5-Vh-hHC-1gG2-C219S-
IgG1.1f

QVOQLVESGGG VVQPGRSIRI. SCASSGFTFS
NYGMHWVRQA PGKGLEWVAV ILYDGSNKYY
PDSVKGRFETI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED
TAVYYCARGG SSWYPDSEDI WGQGTMVTVS
SASTKGPSVF PLAPCSRSTS ESTAALGCLY
KDYFPEPVTV SWNSGALTSG VHTFPAVLQS
SGLYSLSSVV TVPSSNFGTQ TYTCNVDHKD
SNTKVDKTVE RKSCVECPPC PAPPVAGPSV
FLEPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED
PEVKINWY VD GVIEEVHNAKTK PREEQYNSTY
RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPS
SICKTISKAK GQPREPQVYT LPPSRECMTK
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN
YKTTPPVLDS DGSITLYSKL TVDKSRWQQG
NVFSCSVMIIE ALIINHYTQKS LSLSPG
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193

mAb-CD73.6-Vh-hHC-IgG1.1f

QVQLVESGGG VVQPGRSLRL SCAASGFTFS
NYGMHWVRQA PGKGLEWVAV ILYDSSNKYY
PDSVKGRETI SRDNSKNTLY LQMNSLRAED
TAVYYCARGG SSWYPDSFDI WGQGTMVTVS
SASTKGPSVE PLAPSSKSTS GGTAALGCLYV
KDYFPEPVTV SWNSGALTSG VIITEPAVLQS
SGLYSLSSVV TVPSSSL.GTQ TYICNVNHKP
SNTKVDKRVE PKSCDKTHTC PPCPAPEALG
APSVFLFPPK PKDTLMISRT PEVICVVVDV
SHEDPEVKFN WYVDGVEVHN AKTKPREFQY
NSTYRVVSVL TVLHQDWLNG KEYKCKVSNK
ALPSSIEKTI SKAKGQPREP QVYTLPPSRE
EMTKNQVSLT CT.VKGFYPSD TAVEWESNGQ
PENNYK'TTPP VLDSDGSITL YSKLTVDKSR
WQQGNVFSCS VMIIEALIINITY TQKSLSLSPG

194

mAb-CD73.6-Vh-hHC-1gG2-C219S

QVQLVESGGG VVQPGRSLRL SCAASGITES
NYGMHWVRQA PGKGLEWVAV ILYDSSNKYY
PDSVKGRFTI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED
TAVYYCARGG SSWYPDSFDI WGQGTMVTVS
SASTKGPSVF PLAPCSRSTS ESTAALGCLY
KDYFPEPVTV SWNSGALTSG VHTFPAVLQS
SGLYSLSSVV TVPSSNIFGTQ TYTCNVDHKP
SNTKVDKTVE RKSCVECPPC PAPPVAGPSV
FLI'PPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED
PEVOQIINWYVD GVEVHNAKTK PREFQINSTT
RVVSVI.TVVH QDWINGKEYK CKVSNKGI.PA
PIEKTISKTK GQPREPQVYT LLPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN
YKTTPPMILIDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG
NVESCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPG

195

mAb-CD73.6-Vh-hHC-1gG2-C219S-
IgG1.1f

QVQLVESGGG VVQPGRSLRL SCAASGFTES
NYGMIIWVRQA PGKGLEWVAV ILYDSSNKYY
PDSVKGRFTI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED
TAVYYCARGG SSWYPDSFDI WGQGTMVTVS
SASTKGPSVE PLAPCSRSTS ESTAALGCLY
KDYTPLPVTV SWNSGALTSG VHTIPAVLQS
SGLYSLSSVV TVPSSNFGTQ TYTCNVDIIKP
SNTKVDKTVE RKSCVECPPC PAPPVAGPSYV
FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED
PEVKFNWYVD GVEVHNAKTK PREFEQYNSTY
RVVSVITVLH QDWILNGKEYK CKVSNKAILPS
SIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN
YKTTPPVLDS DGSFFLYSKI. TVDKSRWQQG

NVESCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPGK
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196

mAb-CD73.7-Vh-hHC-IgG1.1f

QVQLVESGGG VVQPGRSLRL SCASSGETES
NYGMIIWVRQA PGKGLEWVAV ILYDSSNKYY
PDSVKGRETI SRDNSKNTLY LQMNSLRAED
TAVYYCARGG SSWYPDSFDI WGQGTMVTVS
SASTKGPSVF PLAPSSKSTS GGTAALGCLV
KDYFPEPVTV SWNSGALTSG VHTFPAVLQS
SGLYSLSSVV TVPSSSLGTQ TYICNVNHKP
SNTKVDKRVE PKSCDKTHTC PPCPAPEAEG
APSVFLFPPK PKIDYTI.MISRT PEVICVVVDV
SHEDPEVKEN WYVDGVEVHN AKTKPREEQY
NSTYRVVSVL TVLHQDWING KEYKCKVSNK
ALPSSIEKTI SKAKGQPREP QVYTLPPSRE
EMTKNQVSLT CLVKGFYPSD IAVEWESNGQ
PENNYKTTPP VLDSDGSFFL YSKLTVDKSR
WQQGNVESCS VMHEALHNHY TQKSLSLSPG

197

mAb-CD73.7-Vh-hHC-IgG2-C219S

QVOQLVESGGG VVQPGRSLRL SCASSGFTFS
NYGMHWVRQA PGKGLEWVAV ILYDSSNKYY
PDSVKGRFTI SRDNSKNTLY LQMNSLRAED
TAVYYCARGG SSWYPDSFDI WGQGTMVTVS
SASTKGPSVE PLAPCSRSTS ESTAALGCLY
KDYFPEPVIV SWNSGALTSG VHTEPAVIQS
SGLYSLSSVV TVPSSNI'GTQ TYTCNVDHKP
SNTKVDKTVE RKSCVECPPC PAPPVAGPSV
FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED
PEVQFNWYVD GVEVIINAKTK PREEQFNSTF
RVVSVLTVVH QDWINGKEYK CKVSNKGLPA
PIEKTISKTK GQPREPQVYT LPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN
YKT'TPPMLDS DGSFELYSKI. TVDKSRWQQG
NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS 1.S1.8PG

198

mAb-CD73.7-Vh-hHC-1gG2-C219S-
IgG1.1f

QVQLVESGGG VVQPGRSLRI. SCASSGETES
NYGMHWVRQA PGKGLEWVAV ILYDSSNKYY
PDSVKGRETI SRDNSKNTLY LQMNSLRAED
TAVYYCARGG SSWYPDSIDI WGQGTMVTVS
SASTKGPSVI PLAPCSRSTS ESTAALGCLV
KDYFPEPVTV SWNSGALTSG VIITFPAVLQS
SGLYSLSSVV TVPSSNFGTQ TYTCNVDIIKP
SNTKVDKTVE RKSCVECPPC PAPPVAGPSV
FLLEFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED
PEVKENWYVD GVEVHNAKTK PREEQYNSTY
RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPS
SIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN
YKTTPPVLDS DGSITLYSKL TVDKSRWQQG
NVFSCSVMIIE ALIINITYTQKS LSLSPG
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199

mAb-CD73.8-Vh-hHC-IgG1.1f

QVQLVESGGG VVQPGRSLRL SCAASGFTES
NYGMHW VRQA PGKGLEWVAY IWYDSSNKYY
PDSVKGRETT SRONSKNTLY LQMNSLRAKD
TAVYYCARGG SSWYPDSIDI WGQGTMVIVS
SASTKGPSVI PLAPSSKSTS GGTAALGCLV
KDYFPEPVTY SWNSGALTSG VHTFPAVLQS
SGLYSLSSVV TVPSSSLGTQ TYICNVNHKP
SNTKVDKRVE PKSCDKTHTC PPCPAPEATG
APSVILTPPK PKDTLMISRT PEVICVVVDV
SHEDPEVKEN WYVDGVEVIIN AKTKPREEQY
NSTYRVVSVL TVLHQDWILNG KEYKCKVSNK
ALPSSIEKTI SKAKGQPREP QVYTLPPSRE
EMTKNQVSIT CLLVKGEY PSD IAVEWHESNGQ
PENNYKTTPP VLDSDGSFFL YSKLTVDKSR
WQQGNVESCS VMIIEALIINITY TQKSLSLSPG

200

mAb-CD73.8-Vh-hHC-IgG2-C219S

QVQLVESGGG VVQPGRSLRL SCAASGFTFS
NYGMHWVRQA PGKGLEWVAV IWYDSSNKYY
PDSVKGRFTI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED
TAVYYCARGG SSWYPDSEDI WGQGTMVTVS
SASTKGPSVE PLAPCSRSTS ESTAALGCLY
KDYEFPEPVTV SWNSGALTSG VHTFPAVL.QS
SGLYSLSSVV TVPSSNI'GTQ TYTCNVDHKP
SNTKVDKTVE RKSCVECPPC PAPPVAGPSV
FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED
PEVQFNWYVD GVEVIINAKTK PREEQFNSTF
RVVSVLTVVII QDWLNGKEYK CKVSNKGLPA
PIEKTISKTK GQPREPQVYT LPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN
YKT'TPPMIDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG
NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS I.SL.SPG

201

mAb-CD73.8-Vh-hHC-1gG2-C219S-
IgG1.1f

QVQLVESGGG VVQPGRSILRI. SCAASGFTFES
NYGMHWVRQA PGKGLEWVAV IWYDSSNKYY
PDSVKGRITI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED
TAVYYCARGG SSWYPDSIDI WGQGTMVTVS
SASTKGPSVI PLAPCSRSTS ESTAALGCLYV
KDYFPEPVTV SWNSGALTSG VHTFPAVLQS
SGLYSLSSVV TVPSSNFGTQ TYTCNVDIIKP
SNTKVDKTVE RKSCVECPPC PAPPVAGPSY
FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED
PEVKFNWY VD GVEVHNAKTK PREEQYNSTY
RVVSVITVLH QDWILNGKEYK CKVSNKAIPS
SIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GIFYPSDIAVE WESNGQPENN
YKTTPPVLDS DGSIFLYSKL TVDKSRWQQG
NVFSCSVMIIE ALIINIHYTQKS LSLSPG
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202

mAb-CD73.9-Vh-hHC-IgG1.1f

QVOQLVESGGG VVQPGRSLRL SCASSGFTFS
NYGMHWVRQA PGKGLEWVAV IWYDSSNKYY
PDSVKGRFTI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED
TAVYYCARGG SSWYPDSEDI WGQGTMVTVS
SASTKGPSVE PLAPSSKSTS GGTAALGCLYV
KDYFPEPVTV SWNSGALTSG VHTFPAVLQS
SGLYSLSSVV TVPSSSLGTQ TYICNVNIIKP
SNTKVDKRVE PKSCDKTIITC PPCPAPEAEG
APSVFLFPPK PKDTLMISRT PEVICVVVDV
SHEDPEVKFN WYVDGVEVHN AKTKPREEQY
NSTYRVVSVL TVLHQDWLNG KEYKCKVSNK
ALPSSIEKTI SKAKGQPREP QVYTLPPSRE
EMTKNQVSLT CLVKGFYPSD IAVEWESNGQ
PENNYKT'TPP VLDSDGSFFL. YSKLTVDKSR
WQQGNVHESCS VMHEALHNHY TQKSLSLSPG

203

mAb-CD73.9-Vh-hHC-IgG2-C219S

QVQLVESGGG VVQPGRSLRL SCASSGETES
NYGMITWVROA PGKGLEWVAV IWYDSSNKYY
PDSVKGRFTI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED
TAVYYCARGG SSWYPDSIDI WGQGTMVTVS
SASTKGPSVF PLAPCSRSTS ESTAALGCLV
KDYFPEPVTV SWNSGAL'TSG VHTFPAVIQS
SGLYSLSSVV TVPSSNI'GTQ TYTCNVDHKP
SNTKVDKTVE RKSCVECPPC PAPPVAGPSV
FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED
PEVQINWYVD GVEVHNAKTK PREEQINSTI?
RVVSVLTVVII QDWLNGKEYK CKVSNKGLPA
PIEKTISKTK GQPREPQVYT LLPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GIYYPSDIAVE WESNGQPLENN
YKTTPPMLDS DGSFFLY SKL TVDKSRWQQG
NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPG

204

mAb-CD73.9-Vh-hHC-1gG2-C219S-
IgG1.1f

QVQLVESGGG VVQPGRSLRL SCASSGITES
NYGMIIWVRQA PGKGLEWVAV IWYDSSNKYY
PDSVKGRFTT SRDNSKNTLY LOMNSI RAED
TAVYYCARGG SSWYPDSEDI WGQGTMVIVS
SASTKGPSVF PLAPCSRSTS ESTAALGCLV
KDYFPEPVTV SWNSGALTSG VHTFPAVLQS
SGLYSLSSVV TVPSSNFGTQ TYTCNVDHKP
SNTKVDKTVE RKSCVECPPC PAPPVAGPSV
FLEPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED
PLVKINWY VD GVEVHNAKTK PREEQYNSTY
RVVSVLTVLI QDWLNGKEYK CKVSNKALPS
SIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN
YKTTPPVLDS DGSITLYSKL TVDKSRWQQG
NVESCSVMHE ALHNHYTQKS 1.S1.SPG
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205

mAb-CD73.10-Vh-hHC-1gG1.1f

QVQLVESGGG VVQPGRSILRI. SCAASGFTFES
NYGMHWVRQA PGKGLEWVAV IWYDESNKYY
PDSVKGRITI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED
TAVYYCARGG SSWYPDSI'DI WGQGTMVTVS
SASTRKGPSVE PLAPSSKSTS GGTAALGCLY
KDYFPEPVTV SWNSGALTSG VHTFPAVLQS
SGLYSLSSVV TVPSSSLGTQ TYICNVNHKD
SNTKVDKRVE PKSCDKTHTC PPCPAPEAEG
APSVFLFPPK PKDTLMISRT PEVICVVVDV
SHEDPEVKEN WYVDGVEVHN AKTKPREEQY
NSTYRVVSVL TVLHQDWILNG KEYKCKVSNK
ALPSSIEKTI SKAKGQPREP QVYTLPPSRE
EMTEKNQVSLT CLVKGITYPSD IAVEWLESNGQ
PENNYKTTPP VLDSDGSITL YSKLTVDKSR
WOQQGNVESCS VMIIEALIINITY TQKSLSLSPG

206

mAb-CD73.10-Vh-hHC-1gG2-C219S

QVQLVESGGG VVQPGRSLRL SCAASGITES
NYGMHWVRQA PGKGLEWVAV IWYDESNKYY
PDSVKGRETT SRONSKNTLY LQMNSLRAED
TAVYYCARGG SSWYPDSFDI WGQGTMVTVS
SASTKGPSVE PLAPCSRSTS ESTAALGCLV
KDYFPEPVTV SWNSGALTSG VHTFPAVLQS
SGLYSLSSVV TVPSSNFGTQ TYTCNVDHKDP
SNTKVDKTVIE RKSCVECPPC PAPPVAGPSV
FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED
PEVQIFNWYVD GVEVIINAKTK PREEQENSTE
RVVSVLTVVH QDWLNGKEYK CKVSNKGLPA
PIEKTISKTK GQPREPQVYT 1.PPSREEMTK
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN
YKTTPPMLDS DGSFELYSKI, TVDKSRWQQG
NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS 1.S1.8PG

207

mAb-CD73.10-Vh-hHC-IgG2-C219S-
IgG1.1f

QVQLVESGGG VVQPGRSILRI. SCAASGFTFES
NYGMHWVRQA PGKGLEWVAV IWYDESNKYY
PDSVKGRITI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED
TAVYYCARGG SSWYPDSI'DI WGQGTMVTVS
SASTRKGPSVE PLAPCSRSTS ESTAALGCLY
KDYFPEPVTV SWNSGALTSG VHTFPAVLQS
SGLYSLSSVV TVPSSNFGTQ TYTCNVDHKP
SNTKVDKTVE RKSCVECPPC PAPPVAGPSV
FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED
PEVKFNWY VD GVEVHNAKTK PREEQYNSTY
RVVSVITVLH QDWILNGKEYK CKVSNKAIPS
SIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GIFYPSDIAVE WESNGQPENN
YKTTPPVLDS DGSIFLYSKL TVDKSRWQQG
NVFSCSVMIIE ALIINIHYTQKS LSLSPG
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Descripcion
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208

mAb-CD73.11-Vh-hHC-IgG1.1f

QVQLVESGGG VVQPGRSLRL SCAASGFTFES
NYGMHWVRQA PGKGLEWVAV IWYDESNKYY
ADSVKGRFTI SRDNSKNTLF LQMNSLRAED
TAVYYCARGY NSRWYPDAHD IWGQGTMVTV
SSASTKGPSV FPLAPSSKST SGGTAALGCL
VKDYFPEPVT VSWNSGALTS GVIITFPAVLQ
SSGT.YSL.SSV VTVPSSSL.GT QTYICNVNHK
PSNTKVDKRV EPKSCDKTHT CPPCPAPEAL
GAPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD
VSHEDPREVKF NWYVDGVEVH NAKTKPREFQ
YNSTYRVVSY LTVLHQODWLN GKEYKCKVSN
KALPSSIEKT ISKAKGQPRE PQVYTLPPSR
EEMTKNQVST, TCL.VKGFYPS DIAVEWESNG
QPENNYKTTP PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS
RWQOQGNVFSC SVMHEALHNH YTOQKSLSLSPG

209

mAb-CD73.11-Vh-hHC-1gG2-C219S

QVOQLVESGGG VVQPGRSLRL SCAASGFTFS
NYGMHWVRQA PGKGLEWVAV IWYDESNKYY
ADSVKGRFTI SRDNSKNTLF LQMNSLRAED
TAVYYCARGY NSRWYPDAFD IWGQGTMVTV
SSASTKGPSV FPLAPCSRST SESTAALGCL
VKDYFPEPVT VSWNSGALTS GVIITFPAVLQ
SSGLYSLSSV VIVPSSNFGT QTYTCNVDHK
PSNTKVDKTV CRKSCVECPP CPAPPVAGPS
VELIFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVQINWYV DGVEVHNAKT KPREGQENST
FRVVSVIL.TVV HQDWINGKEY KCKVSNKGILP
APIEKTISKT KGQPRIEPQVY TLPPSREEMT
KNQVSLTCLV KGIFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPMLD SDGSTFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVESCSVMH CALHNHYTQK SLSLSPG

210

mAb-CD73.11-Vh-hHC-IgG2-C219S-
IgG1.1f

QVOQLVESGGG VVQPGRSLRL SCAASGFTFS
NYGMHWVRQA PGKGLEWVAV IWYDESNKYY
ADSVKGRETI SRDNSKNTLEF LOMNSLRALD
TAVYYCARGY NSRWYPDAFD IWGQGTMVTV
SSASTKGPSV FPLAPCSRST SESTAALGCLL
VEKDYIPEPVT VEWNSGALTS GVHTTPAVLQ
SSGLYSLSSV VTVPSSNFGT QTYTCNVDIIK
PSNTKVDKTV ERKSCVECPP CPAPPVAGPS
VELFPPKPKD TLMISRTPEY TCVVVDVSIIE
DPEVKINWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLTVL HODWLNGKLY KCKVSNKALP

SSIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSREEMT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN
NYKTTPPVIL.DSDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVISCSVMH FALHNHY TQK SLSLSPG
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211

mAb-CD73.3-Vh-hHC-IgG1.1f

gaagtgeagetggtgoagictggepgagectiggtacagectggeaggicect
gagactctectgtgeagectctggattcacctitgatgattatgecatgeactgggt
ccggeaagetecaggpaaggpcctgpeagtpoptctcaggtattagttppaaga
gleglagealaggclalgeggaciclglgaagggecgallcaccalelecagag
acaacgccaagaactcecigtatctgeaaatgaacagictgagagetgaggaca
cggectiglattacigigecaaaggglattacgttatttigactggectigactactg
ggeccagggaacectggleacegiclecleageglegaccaaggeeecctecg
tgtttectetggececttecageaagtecacctetggeggaacagecgetetagg
ctgectggteaaggactacttccecgagectgtgaccgtotectggaactetggc
geectgacalclggegtgeacaccllecctgelgtgetgeagtctageggeetgt
actecctgtectecgtegtgacagigecctecagetetetgggeacccagaccta
catctgcaacgtgaaccacaagecciccaacaccaaggtggacaageggetye
gaacccaagleclgegacaagacecalacelgeeclecclgecetgeleelgaa
gctgaagpepecectageglgticctglicectccaaageccaaggacacectg
algatcteceggacecclgaagigacclgeglggtgelggatglgtcccacgag
gacccagaagtgaagticaatiggtacgtggacggegtggaagtgcacaacge
caagaccaagectagagaggaacagtacaactecacctaccgggtgatatecg
tgclgaceglgcigeaccaggatiggclgaacggcaaagaglacaaglgcaag
gtgtccaacaaggecctgectagetecate gaaaagaccalctccaaggcetaag
ggecagececgegagecccaggtgtacacactgectecateccgggaagaga
tgaccaagaaccaggtglecclgacligecleglgaaggecticlacecclecga
tatcgeegtgpaatgggagtccaacggecagectgagaacaactacaagacca
ceecteeegtgctggacteegacggcteaticticctgtacageaagetgacagt
gataaglecegglggeageaggggaacglgliclectgeleegigalgeacga
gacictgeacaaccactacacacagaagteectgtetetgteccetgge

212

mAb-CD73.3-Vh-hHC-IgG2-C219S

gaagtpcagctpatagagtctgpeooasecttgatacagectggcaggteect
gagaciclectglgeagectctggaticacctitgatgattatgecatgeactgget
ceggeaagelecagggaaggeeclggagigegicicagglallagliggaaga
gleglageataggclalgeggaciclglgaagggecgallcaccalelecagag
acaacgccaagaactecetgtatctgeaaatgaacagictgagagetgagpgaca
cggcctigtattactgtgeccaaaggatattac gttattttgactggecttgactactg
geeccaggpaacectggteacegtetecteagegtegaccaagggeccctetg
tgtiteciclggecectigetcecggtecacclelgaglelacegelgelelgggct
gectggleaaggactacliceccgagectgtgacegtglectggaactelggey
cictgacctecggegtgcacacctttccagecgtgetgeagtectecggectgta
cletetgtectecgtegteaccgtgocctectecaacticggeacceagacctaca
cclgtaacgtggaccacangecclecaacaccaagglggacaagaceglggaa
cggaaglectgeglggaatgeeclocligeecigeacclectgtggetggecctt
ceglgttectgttceccccaaageccaaggacaccctgatgateteceggaccee
ccgaaglgacctgegtaglogtgpatglglcccacgaggacccecgagglgeag
ticaattggtacglggacggegtggaagtgcacaacgecaagaccaageecag
ceaggaclggetgaacgecanagaglacaaglgeaagglglecaacaagggc
clgectgeccecatcgaaaagaccalctecaagacaaagggecageoccgeg
agcctcaggtgtacacactgecteccagecgggaagagatgaccaagaacca
gelglecclgacctgtetggteaagggctictaccectecgatatcgecglg gaat
ggeaglccaacggecageecgagaacaactacaagaccacccececcatget
ggactccgacggeteaticticctgtactccaagetgacagtggacaagteecgg
tggcagcaggecaacgtgltctectgctetgtoatgcacgaggecctgcacanc
cactacacccagaagteectgtecctgagececggcaa
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213

mAb-CD73.3-Vh-hHC-1gG2-C219S-
IgG1.1f

gaagtgcagetggtagagtetggogpagoctiggtacagectggcaggteect
gagactctectgtgeagectetggattcacctitgatgattatgecatgeactgggt
ccggeaagetecaggeaaggecctggagtgostetcagptattapgttgpaaga
glgglageataggelatgeggacictgtgaagggecgaticaccatelecagag
acaacgcecaagaacteccigtatctgeaaatgaacagictgagagctgaggaca
cggcctigtaftactgtgccaaagggtattac gttattttgactggecttgactactg
gegoccagggaaccetgglcacegtelectcageglegaccaagggeccateg
glellecceclggegeeclgetecaggageaccleegagageacageggeccl
ggpclgectggleaaggactacticeccgaaccgglgacgglglegtggaacie
aggcgetctgaccageggegtgcacaccettcecagetgtectacagtecteagg
actctacteccteageagegtggigacegtgeectecageaactteggeaccea
gacclacacctgeaacgltagatcacaageccageaacaccaaggtggacaag
acagligagegeaaalecigtglegaglececaceglgeccageaccacclglg
geaggaccgleagieticcteticeccecanaacccaaggacaccctcatgalet
cecggaccectgaggtcacatgegigetggtgoacgtgagecacgaagacect
gaggtcaagttcaactggtacgtpgacgocptegag otecataatgecaagac
aaagecgegggageagcaglacaacageacglaceglglggteageglecete
accgtectgeaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaagglctc
caacaaagccctcecaageageatcgagaaaaccatctccaaagecaaaggg
cageccegagaaccacaggigtacaccctgececcateccggpaggagatga
ccaagaaccaggleagectgacctgectggtcaaaggettctateccagegaca
wgeeglggaglgggagageaalggacageeggagaacaactacangaccac
gecteeegtgetggacteecgacggcetecttcttectetatageaagetcacegtgg
acaagagcaggtpecagceagggeaacgtcttctcatgctecgtgatgcatgag
getetgeacaaccactacacgeagaagagecteteectgteecegggtaaa

214

mAb-CD73.4-Vh-hHC-IgG1.1f

cagglgcagetgglagastclggeapagocatoplecagectgggagptece
tgagactctectgigeagectetggalticaccttcagtaactatggeatgeactgg
glecgecaggetecaggeaagpgeciggagiggeiggcaglialattglatgal
ggaagtaataaatactatccagacteegtgaaggeccgattcaccatctccagag
acaattccaagaacacgetgtatetgeaaatgaacagectgagagecgaggac
acggelglglallaciglgegagaggpeecageagelgglacecigallciitiga
tatctggggccaaggaacaatzgtcacc gictcticagegtcgaccaagggcce
cleegtglttectetggececticcageaagiecacctelggeggaacageegct
ctggectgcctggtcaaggactacticeccgagectgtgaccgtgtectggaact
ctggepecctgacatetggegtgeacaccttecetgetgtgetgcagtetagegg
cctgtactecctgtecteegtegtgacagtgecctecagetctetggacacccag
acctacatctgeaacgtgaaccacaageectecaacaccaaggtggacaageg
gglggaacccaaglecigegacaagacecatacelgecclecelgeectgetce
tgaagctgaaggcgecectagegtgticctgttcectccaaageccaaggacac
celgalgatcteceggaccecigaaglgacclgeglgglgglggalgtgieccac
gaggacccagaagtgaagitcaattggtac gtggac gge gtggaagtgcacaa
cgecaagaccaagectagagaggaacagtacaactecacctaccggptgatat
ceglgctgaceglgelgeaccaggallggelgaacggeaaagaglacaaglec
aaggtetccaacaaggecctgectagetecatcgaaaagaccatctccaagget
aagggccagececgegageeccagatgtacacactgectecatcecgggaag
agatgaccaagaaccaggligteectgacttgectegtgaagggcttetaccectc
cgatatcgecgtggaatggeagtccaacggecagectgagaacaactacaaga
ccaccecleccgtactggactecgacggcteattcticctgtacageaagetgac
aglggataagtcceggtggeageaggegaacglgtictectgetecgtgatgea
cgaggelelgeacaaccactacacacagaaglecclgtetetgtecectgge
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215

mAb-CD73.4-Vh-hHC-IgG2-C219S

caggtpcagetggtapgagictggegpagecatgpteccagectgggagptece
tgagactetectgtaeagectcetggattcaccttcagtaactatggcatgcactgg
gleegecaggetecaggeaagggectggagtpgoteacagttatattgtat gat
gaaagtaataaatactatccagacteegtgaagggccgattcaccatetecagag
acaattccaagaacacgctgtatetgecaaatgaacagectgagagecgaggac
acggelglalattacigtgegagagpegepcageagelgglacectgatletitlga
tatctgegeccaaggaacaatgglcaccglctcticagegtegaccaagggece
cletgtgtttectetggecccttgeteccggtecacctetgagtetace getgetetg
gactgectggleaaggactacticccegagectgigacegtgicctggaacictg
gegetetgacclecggegtacacaccitteccagecgtgetgeagtectecggect
glactelelgtecteegteglgaceglgecclectecaactteggeacceagacet
acacctgtaacgtggaccacaagecctccaacaccaaggtggacaagaccgtg
gaacggaagtectgegtgoaatgccctecttgecctgeacctectgtgpctgoc
celiceglgticetglteeceecaaageccaaggacaceelgatgalelecegga
cceccgaagtgacetgegtgatgptagatgtatcccacgaggacceeegagglyg
caglicaattgglacgtggacggcglggaaglgcacaacgccaagaccaagec
cagagaggaacaglicaactecaccticeggglggtetecgtgctgacegtast
geaccaggaclggelgaacggeaaagaglacaaglgcaagglglecaacaag
gaectgectgeccccatcgaaaagaccatctecaagacaaaggecagocce
gegagectcaggtetacacactgecteccagecgggaagagatgaccaagaa
ccagglgtecctgacctglctggteaaggsctictaccectec gatategecgty
gaatggpeaglccaacggecageccgagaacaactacaagaccacceccccca
tgclggacteegacggeleatllellectglaciccaagelgacaglggacaaglee
cggtggecageagggcaacgtglictectgetetgtgatgcacgaggcectgeac
aaccactacacccagaagteectgtecctgagecceggcaaa

216

mAb-CD73.4-Vh-hHC-1gG2-C219S-
IgG1.1f

cagglgcagetggtggagictgegosagecgligatccagectggeagstcce
tgagactctectgtgeagectetggattcaccticagtaactatggcatgeactgg

glccgecaggctccaggeaagpeectgeaglgpelgacagitatattgtatgat
ggaagtaataaalactatccagacteeglgaagggecgaticaccatctccagag
acaallccaagaacacgetglalelgeaaalgaacageclgagageegaggac
acggctgtgtattactgtgcgagagggggcageagetggtaccctgattettttga
talciggggccaaggaacaalggleaccglelclicageglegaccaagggece
atcggicticeecetggegecctgelccaggageacctccgagageacagegg
ceclggectgectgpteaaggactaciteccegaaccgglgacggtgtegtega
acleaggegelelgaccageggeglgeacacclleccagelglectacaglecte
aggactctactccctcageagegtggtgaccgtzecctecageaacttcggeac
ccagacctacacctgeaacglagatcacaageccageaacaccaagglggaca
agacagttgagcgeaaatectgtgtegagtgeccacegtgeccageaccacctg
tggcaggaccgteagtcticctettccecccaaaacccaaggacaccetcatgat
ctcecggaccectgageteacatgegtgptaetgoacgtgagecacgaagace
clgagglcaagticaactgglacgtggacggeglggagetecataalgecaaga
caaageegegggageagcagtacaacageacglaccglglggtcagegtect
caccglectgeaccaggactggelgaatggeaaggagtacaagigeaagglct
ccaacagageccleccaageagealc gagagaaccalclccaaagecanagy
geagececgagaaccacaggtglacaccctgeccccaleccgggaggagalg
accaagaaccaggtcagectgacctgectggteaaaggctictatcecagegac
alcgecglggaglggoagageaatggecagecggagancaaclacaagacca
cgectecegtgetggactecgacggctecttettectetatageaageteacegtg
gacaagageagplgacageaggggaacglcticteatgcteceglgatpeatga
ggcletgeacaaccactacacgeagaagageciclecelglecceggglaaa
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217

mAb-CD73.5-Vh-hHC-IgG1.1f

cagglpgcagelgglogaglclggggpagecatgelecagectgggagpgloce
tgagactctectgtgcaagetctggattcaccticagtaactatggeatgeactgg
gltcecgecaggctecaggeaaggoectgeagtepetgacagttatattgtat gat
geaagtaataaatactatccagacteeglgaagggecgattcaccatctccagag
acaattccaagaacacgetgtatetgeaaatgaacagectgagagecgaggac
acggctgtatattactgtgegagaggggecageagetggtaccetgattettttga
tatctggggccaaggaacaatgglcaccgictcticageglcgaccaagggece
cleegtgtttectetggececticcageaagiecacctetggegeaacageegct
clgggclgectgglcaaggactlactliceccgagectglgacegtgtectggaact
ctggepecctgacatctggegtacacaccttecctgetgtgctgeagtctagegp
cetgtactcectgtecteegtegtgacagtgecctecagetetetgggeacccag
acclacatetgeaacgtgaaccacaagecctccaacaccaagglgpacaageg
gglggaacceaagleclgegacaagacecalacelgeccleceigeectgelec
tgaagctgaaggegeccctagegtgttectgttcectecaaageccaaggacac
cctgatgatctcceggaccectgaagtgacctgeglggtggtggatgtatcccac
gaggacccagaaglgaagitcaatiggtacgtggacggegtggaagigeacaa
cgecaagaccaagectagagaggaacagtacaactccacctacegggtgptat
ceglgetgacegtgclgeaccaggallggclgaacggcaaagagtacaagtec
aaggtgtccaacaaggecectgectagetecatcgaaaagaccatetccaagget
aagggccagececgegagecccaggtglacacactgectecatccegggaag
agatgaccaagaaccagglgtccctgactigectegtgaaggecttctaccccte
cgatatcgecgtggaatggoagtecaacggecagectgagaacaactacaaga
ceacceclecegtgctlggacteegacggcetealleticelglacageaagelgac
agtggataagtcccggtgacageaggggaacgtgtictectgctecgtgatgea
cgaggctetgeacaaccactacacacagaagteectgtetetgtecectgge

218

mAb-CD73.5-Vh-hHC-IgG2-C219S

cagglgcagetggtggagictgegosagecgligatccagectggeagslece
tgagactctectgtgeaagetetggattcaccticagtaactatggcatgeactgg

glccgecagactccaggeaaggoectggagtepetgacagitatattgtat gat
ggaagtaataaatactatccagactecgtgaaggeccgattcaccatctccagag
acaallccaagaacacgetglalelgeaaalgaacageclgagageegaggac
acggctgtgtattactgtgcgagagggggcageagetggtaccctgattettttga
tatctggggccaag gaacaatggtcaccgtetettcagegtegaccaagggece
clelglgtiicelelggececttgeleccggtecacelctgagiclace getgetetg
gectgectggtcaaggactacttccccgagectgtgacegtgtectggaactctg
gegetetgacctecggegtgecacacctiteccagecgtgetgcagtectecggect
gtactctctgtectecgtegtgaccgtgecctectecaacticggeacccagacct
acacclgtaacgtggaccacaagecctccaacaccaaggiggacaagaccgtg
gaacggaagtectgegtggaatgcectectigecctgeacctectgtggctgac
cctteegtgttcctgticececccaaageccaaggacacectgatgatctecegga
ccecegaagigacetgegteataptapatgtateccacgaggaccecgaggte
cagttcaattggtacgtggacggegtggaagigeacaacgecaagaccaagec
cagagaggaacaglicaactccaccliceggelgetglecglgctgaceglgst
geaccaggactggetgaacggcaaagagtacaagtgcaaggigtccaacaag
ggcctgectgeccecategaaaagaccatctccaagacaaagggecagecce
gegageclcagglglacacaclgecleccageegggaagagalgaccaagad
ccagglgtecctgacctgtetggteaagggctictaccectecc gatatcgeeglyg
gaatgggagtccaacggecagecc gagaacaactacaagaccacceccecca
tgctggactcegacgpcteattcttcctgtactecaagetgacagtggacaagtec
cgptpecageaggecaacgtgticteetgctetgigatgcacgagocectgeac
aaccactacacccagaagiecetglecetgageceeggeaaa
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ES 2807 182 T3

(continuacion)

SEQID
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Secuencia

219

mAb-CD73.5-Vh-hHC-1gG2-C219S-
IgG1.1f

caggtpgcagetggtagagictggegpagecatgpteccagectgggagptoce
tgagactctectgtaeaagetctggattcaccttcagtaactatggcatgcactgg
gleegecaggetecaggeaagggectggagtpgoteacagttatattgtat gat
geaagtaataaatactatccagactecgtgaaggeccgattcaccatctccagag
acaallccaagaacacgetglatcigeaaatgaacagectgagagecgaggac
tatclgggeccaaggaacaalgglcaceglelellicageglegaccaagggece
atcggteticccectggegecectgetecaggageacclecgagageacagegg
ceclggectgectggleaaggaclacticeccgaaccgglgacgelgleglgga
actcaggegcetctgaccage ggegtgeacacctteccagetgiectacagiecte
aggacictactecctecageageglggtgaccgtgecciccageaactteggeac
ccagacclacacclgeaacglagatcacaagoeccageaacaccaagglggeaca
agacagltgagcgeaaatectgigtegaglgeccaceglgeccageaccacclg
tggecaggacegleagletlectelleeccccaaaaccecaaggacaccecleatgal
clcecggacecctgagglcacatgeglgglgglggacgtgagecacgaagace
clgaggtcaaglicaactggtacgiggacggeglggagatgcataatgecaaga
caaagecgegggaggagcagtacaacageacgtacegtgtgateagegtect
caccglectgeaccaggactggetgaatggcaagpagtacaagigeaagglet
ccaacaaageccteccangeageale gaganaaccalelecaaagecanag g
geageecc gagaaccacaggtgtacaccctgeccccatcccgggaggagatg
accaagaaccaggtcagectgacctgectgptcaaaggctictatcccagegac
atcgecgtggagtggeagagcaatggecagecggagaacaactacaagacca
cgecteeeglgelggaclecgacggelecticticelctatageaagelcacegly
gacaagagcaggtgacageagggoaacgtcttctcatgeteegtgatpcatga
gecletgeacaaccactacacgeagaagagectcteectgleeceggglaaa

220

mAb-CD73.6-Vh-hHC-IgG1.1f

gecatgeactggetecgecaggelccagocaaggeocigoagipostoocag
tlatattglatgallecaglaataaalaclalccagacleeglgaaggeccgallca
ccalclccagagacaattccaagaacacgetgtatctgeaaatgaacagectga
gagecgagpacacggctatgtattactgtgcgagagggeecageagetggtac
celgattcltiigatatelgggeccaag gaacaalgglcacegleleticagegleg
accaagggcccctecglgtitectetggecccticcageaagiecaccictggeg
gaacageegetetgggectgectggtcaaggactlacticeccgagectgtgaceg
tglectggaaciclggegeectgacalelggeglgeacacettcectgelglgcly
cagtctagegacctgtactecctgtecteegtegtgacagtgecctecagetetct
ggecacccagacctacatetgeaacgtgaaccacaagecclecaacaccaagg
lggacaagegegigoaacccaaglecigegacaagacecatacctgeecleee
tgeectgetectgaagetgaaggegecectagegtgttectgiicectccaaage
ccaaggacaccctgatgatctcecggacecctgaagtgacctaegtoatootap
algtgteccacgaggaccecagaaglgaagitcaatiggtacgiggacggcgleg
aaglgcacaac gecaagaccaageclagagaggaacaglacaaclecacclac
cppptegtptecgtoctgaccgtactpcaccaggattgoctgaacgacaaaga
glacaaglgeaagglglecaacaaggocclgeclagetecategaaaagaccal
ctecaaggetaagggecagececge gageeccaggtgtacacactgectecat
ccegggaagagalgaccaagaaccagglglecctgactigeetegtgaaggec
tictaccectecgatategeegtggaatgggaglecaacggecagectgagaac
aaclacaagaccaccecteceglgetggacileegacggeicattettectgtaca
geaagctgacagiggataagteccggteecagcagpooaacgigtictectgct
ceglgatgeacgaggelctgeacaaccactacacacagaagieectgtetetglte
ceelgge
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ES 2807 182 T3
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221

mAb-CD73.6-Vh-hHC-IgG2-C219S

cagglgcagetgglagagiclggegoapocplooiccageclgggaggleccl
gagactctectgtgeagectetggattcaccticagtaactatgacatgeactggg
feegecaggetecaggcaagggectggagtoostgecagitatatigtatgatic
caglaataaataclalccagactecglgaagggecgaticaccatctecagagac
aattccaagaacacgcetgtatctgeanatgaacagectgagageegaggacac
goclglglatlacigtgegagagpopocageagelgglacccigalictitigata
fctggg gccaaggaacaatggicaccgicteticagegtegaccaagggeecct
ctgtgtitectetggececttgelecegglecacctetgagtetacegetgetetgg
getgectggleaaggaclaclicecegageclglgaceglgloclggaactelgg
cgetetgacctecggegtgcacacctttceageegtgetgeagtectecggectg
tactetetgtectecgtegtgacegtgecctectecaactic ggeacceagaccia
cacclglaacglggaccacaageeclecaacaccaagglggacaagaceglgg
aacggaagtectgegtggaatgecctectigecctgeacctectgtggetgocce
ttecgtgticetgticeccccaaageccaaggacaccetgatgateteceggace
ceegaaglgacclgeglggtgglggalglgleccacgaggacceecgagglgea
attcaattgptacgtgeacgpcgtgpaagtgcacaacgccaagaccaagecca
gagaggaacaglicaaclecaccliceggglgatatecglgelgaceglgetec
accaggactggctgaacggcaaagagtacaagtgeaaggtgiccaacaaggg
cctgectgeecccatcgaaaagaccalctccaagacaaaggeccagecccge
gagcctcaggtptacacactgecleccagecggpaagagatgaccaagaacc
aggleglecclgacctgtetggleaaggecliclaceeclecgatalcgeeglgga
atgggagtccaacggecageccgagaacaactacaagaccacceeccccatg
ctggacteegacggcteaticttectgtactecaagetgacagtggacaagtecc
gatpecageagggcaacgtglictectgetctgtgatgcacgaggecctgeaca
accactacacccagaagiccctgteectgagecccgacaaa

222

mAb-CD73.6-Vh-hHC-1gG2-C219S-
IgG1.1f

caggtegcagetgetggagtctggeacagocgtgaiccagectgggagetecct
gagactctectgtgeagectetggaticaccticagtaactatggeatgeactggag

fecgecaggclccaggcaaggppctgeagtggataecagltatattgiatgatic
cagtaataaatactalccagactccgigaagggccgattcaccatcteccagagac
aallccaagaacacgelglalelgeaaalgaacageclgagagecgaggacac
ggctgtgtattactgtgegagaggggecageagetggtaccctgaticttttgata
tetgggoccaaggaacaatggteacegteteticagegtegaccaagggeccat
cggleltleccectggegecclgelecaggageacclecgagagoeacagegeee
ctgggctgectggtcaaggactacticcecgaaccggtgacggtotegtggaac
fcaggcpetetgaccageggeglgeacaceticccagetgtectacagiectea
ggactctactcectcageagegtggtgaccgtgecctecageaacticggeace
cagaccltacacctgcaacgtagatcacaageccageaacaccaagglggacaa
gacagttgagegeaaatectgtgtegagtgeccaccgtgeccageaccacctgt
ggcaggaccgtcagicticcteticeccecaaaacccaaggacacccteatgate
tcecggaccectgaggteacatgegtagtgotpeacgteagccacgaagacce
tgaggtcaagticaactgglacglggacggeglggagglgcalaatgecaagac
aaageegeggeageapcaglacaacageacgtaceglglgatcagegtecte
accgleetgeaccaggactggelgaatg geaaggaglacaagigeaagglcle
caacaaagcectcecaageagealcgagaaaaccalclecaaagecaaaggs
cageeccgagaaccacagglglacaccectgeececalecegggaggagalga
ccaagaaccagglcageclgacctgectggicaaaggcitctatcecage gaca
legeegtggaglggeeagagcaalgggeagecggagaacaactacaagaccac
gecteccgtgetggactecgacggctecticttectetatageaagetcacegtag
acaagagcagglggcageaggeoaacglctictcatgelccgtgatgeatgag
gcletgeacaaccactacacgeagaagagectetecctgtececgggtaaa
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223

mAb-CD73.7-Vh-hHC-IgG1.1f

caggtecagetggtepagictgggooagpcgteotecagectgggaggtecct
gagaclelectglgeaageletggallcacclicagtaaclalggealgeaclggy
fccgecaggetccaggeaagggectggagiggstagcagitatattgtatgatic
cagtaataaatactatccagactcegtgaagggec gattcaccatetecagagac
aallccaagaacacgelglalelgeaaalgaacageclgagagec gaggacac
ggctgtgtattactgtgegagagpgagocageagetggtacectgatictitigata
tctggppccaaggaacaatgpteaccgteteticagegtegaccaagggecect
ceglglttectelggececticcageaagiceacctetggeggaacageegelel
gopctgcctgglcaaggactacticcecgagectgigacegtgtectggaactet
ggegecctgacatctggegtgeacacceticectgetgtgetgcagictage gee
clglactecctglecteegteglgacaglgecclecagetelelggpeacecaga
cctacatetgeaacgigaaccacaagecctecaacaccaagglggacaagegg
gtggaacccaagiectgegacaagaceeatacctgeccteectgecetgetect
gaagelgaaggegecectageglgticelgltecclecaaageecaaggacace
ctgatgatctcecggaccectgaagtgacetgegtgatgotasatgtgteccacg
aggacccagaagipaagttcaattggtacgtgeacgecgtpeaagtgcacaac
gecaagaccaageclagagageaacaglacaaclecacclaceggglgglelce
cgtactgacegtgctgeaccaggattggetgaacggeaaagagtacaagigea
aggtptecaacaaggcecctgectagetecatcgaaaagaccatctecaaggcta
aggpecagececgegagecccagglgtacacactgectecateeegggaaga
gatgaccaagaaccaggtgteectgacttgectegtgaaggactictaccectee
gatatcgeegtggaatggpagtecaacggecagectgagaacaactacaagac
caceecleceglgetggactecgacgacteaticlicciglacageaagelgaca
gtggataagtcceggtagcageagggeaacgtgttctectgetecgtgatgeac
gaggctctgeacaaccactacacacagaagtcectgtetetgtecectgge

224

mAb-CD73.7-Vh-hHC-IgG2-C219S

cagglgcagetgglggagiclggegoagocplpaiccageclgggagglecct
gagactctectgtgeaagetetggattcaccticagtaactatggcatgeactggg
fcegecaggelecaggeaagggectgeagtegotoocagitatattgtatgatic
cagtaataaatactalccagactecgtgaaggeccgatteaccatctecagagac
aallccaagaacacgelglalelgeaaalgaacageclgagagecgaggacac
gactgtgtattactgtgcgagagpggpcagcagetggtacectgatictitigata
tctggggccaaggaacaatgglcaccglcteticageglcgaccaagggeccct
ctatptttectetggececttgetcccggtecaccetgagictaccgctactetgg
getgectggteaaggactacttccecgagectgtgaccgtgtectggaactetgg
cgelelgacctecggeglgeacacclllccagecglgelgeagtecieeggectlg
tactctctgtecteegtegtgace gtgccctectecaacttcggeacceagaccta
cacclgtaacgtggaccacaagecclecaacaccaagglggacaagacceglgg
aacggaagtcetgcgtggaatgecctectigecctgeaccteetgtggetgocce
tleeglgticelgttcececcanageccaaggacaceelgalgateleceggace
cecgaagtgacctgegtggtaatgoatgtotcccacgaggaccecgaggteca
gltcaattggtacgtggacggegtgsaaglgcacaacgecaagaccaagecca
gagaggaacaglicaactccacclicegggtegtgteegtgctgaccplgatac
accaggaclggctgaacggeaaagagtacaaglgeaagglglccaacaaggeg
celgectgeccecategagaagaccatclecangacaaaggeecageecege
gagcclcagglgtacacactgecteccagecgggaagagatgaccaagaace
aggtgteectgaccetgtctggicaagggetictaccectecgatatcgecgtgga
atggpagtccaacgpecageccgagaacaactacaagaccaccecceccatg
clggactcegacggctcaticttectgtactecaagetgacagtggacaagicocc
gelpecageaggecaacgtglicteclgelctglgalgeacgaggecclgeaca
accactacacccagaaglecctgteoctgagececggeaaa
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225

mAb-CD73.7-Vh-hHC-1gG2-C219S-
IgG1.1f

cagglgcagetgptggagtctggeacapecptggiccagectgggaggtecct
gagactctectgtgeaagetctggattcaccticagtaactatggeatgeactggg
tecgecaggetecaggcaaggooctgpagteootgocagttatattgtatgatte
cagtaataaatactalccagactecglgaagggccgatlcaccatctecagagac
aallccaagaacacgetglalclgeaaalgaacageclgagagecgaggacac
gactgtgtattactgtgcgagagpggpcageagetggtacectgaticttttgata
tetgggaccaaggaacaatggtcaccgictetticagegtcgaccaagggeccat
cggtettececctggegecctgctecaggageacctcegagageacagegece
clgggctgectggtcaaggactacticeecgaaceggigacgglelegtggaac
lcaggegelelgaccageggeglgcacacclleccagetglectacaglectea
ggactctacteccteageagegtggtgacegtgeectecageaacticggeace
cagacctacacctgcaacgtagatcacaageccageaacaccaagglggacaa
gacagltgagegeaaaleclglglegaglgeccaceglgeecageaccaccelgl
gacaggaccgleagleticeleiceccecaaaacecaaggacaceeleatlgale
teceggaccectgaggicacatgeglggtggtggacgigagecacgaagacce
tgaggtcaagticaactggtacgtgoacgocgtooagstocataatgccaagac
aaagccgegggaggagcaglacaacageacglaccgigtggtcagegtecte
accgleclgeaccaggactggelgaatggcaaggaglacaagtgcaagglete
caacaaagececlcccaageagealcgagaaaaccatctccaaagecaaaggg
cagecccgagaaccacaggtgtacaccctgececcateccgggaggagatga
ccaagaaccaggicagectgacctgectggtcaaagoctictatcccagegaca
tcgeeglggagiggeagageaalggecagecggagaacaactacaagaccac
geclecegtgclggactecgacggelecticlicclclalageaageleaceglgg
acaagagcaggtgacagcaggeeaacgictictcatgetecgtgatecatgag
getetgeacaaccactacacgeagaagagectctecctgteecegggtaaa

226

mAb-CD73.8-Vh-hHC-IgG1.1f

cagglgcagelggtggagtclggpaeapocptoeiccagectgggagelecct
gagactctectglgeagectetgattcaccticagtaactatggeatgeaciggg
tecgecaggetecaggcaagggactggagtegotgocagitatatggtatgatt

ceagtaataaatactalccagacteeglgaagggec galtcaccatclecagaga
caaltccaagaacacgctglatcigeaaatgaacagectgagagecgaggaca

cggclglglallaciglgegagageeeocageagelgglaceetgallctittgat
atctggggccaaggaacaatggicaccgicicticagegtcgaccaagggece

cleegtgtttectetggececticcageaagtecacctetggeggaacageegct

ctggectgectggtcaaggactacticeccgagectgtgacegtgtectggaact
ctggepgecctgacatctggegtacacaccttiecetgetgtgetgeagtctagegg
cctgtactecctgtectecgtegtgacagtgecctecagetctctggecacccag

acctacatctgeaacgtgaaccacaageectccaacaccaaggtggacaageg
gglggaacecaagleclgegacaagacecatacelgeecicectlgecctgelee
tgaagctgaaggcgcccctagegtgttectgticectecaaageccaaggacac
cctgatgatcteccggaccectgaagigacctgegtggtpgtgeatgtgteccac
gaggacccagaaglgaaglicaatlgglacglggacggeglggaagltgcacaa
cgccaagaccaagectagagaggaacagtacaactecacctaccggetaotat
ceglgetgaceglgelgeaccaggallggelgaacggeanagaglacanglec

aaggtgtecaacaaggecctgectagetecatcgaaaagaccatctecaaggct
aagggccageccegegagecccaggtgtacacactgectecatcecgggaag
agatgaccaagaaccaggtgtcectgacttgectegtgaagggcttetaceectc
cpatatcgeegtggaatggeagtccaac ggecagectgagaacaactacaaga
ccaceccleccgtactggactecgacggcteattcticctgtacageaagetgac

agtggataagtecegetggeageaggggaacglgtictectgeteegtgatgea
cgaggclelgeacaaccactacacacagaaglecclgtetetgtecectgge
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ES 2807 182 T3
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227

mAb-CD73.8-Vh-hHC-IgG2-C219S

caggtgcagetgptggagtctggpacapocptapticcagectgggaggtecct
gagactctectgigeagectetggattcaccticagtaactatggeatgeactgge
eegecaggelecaggeaaggeoctgoastegotoscagtiatalgglalgaul
ccagtaataaatactatccagactcegtgaagggccgattcaccatctceagaga
caattccaagaacacgetgtatctgeaaatgaacagectgagagecgaggaca
cggelglgtatlaciglge gagageoeocagcapclgglacccigatictittgat
atctggggccaaggaacaatggtcaccgictettcagegtegaccaagggece
cletgtgtitectetggececttgeteceggtecacetetgagictacegetgetetg
gaclgeclggleaaggactacticeccgagectlglgaceglglectggaactlelg
gegctctgacctecggegtecacacctttecagecgtactgcagtectecggect
gtactetetgtecteegtegigacegtgeectectecaactteggeacecagacct
acacclgtaacglggaccacaagecclecaacaccaagglggacaagaccpglg
gaacggaaglcctgegtggaatgecctectigecctgeacctectgtgactagc
cetteegtgttectgticcccccaaageccaaggacaccetgatgatetececgga
ccecegaagtgacctgegtgataptooatptatcceacgaggaccecgaggtg
cagttcaattggtacgtggacggegiggaagigeacaacgccaagaccaagec
cagagaggaacaglicaaclccacclleeggglggtglecglgelgaceglggl
geaccaggactggelgaacggeaaagaglacaaglgeaaggiglccaacaag
ggectgectgeececategaaaagaccatctecaagacaaagggecagecce
gegageclcagglglacacaclgecteccageegggaagagalgaccaagaa
ccaggtgtcectgacctgtetggicaagggcetictaccectecgatatcgecgtg
gaalgggaglccaacggecageec gagaacaactacaagaccaceeeceeca
tgelggacteegacggeicatlcticetglactecaagelgacaglggacaagice
cggtgpcageaggpcaacgtgitctectgetetgigatgcacgaggeectgeac
aaccactacacccagaagtecctgtecetgageceeggeaan

228

mAb-CD73.8-Vh-hHC-1gG2-C219S-
IgG1.1f

caggltgcagetggtggagtctggeacagecptggtccagectgggaggtecct
gagaclciectglgeagectetggaticaccticagtaactatggeatgcactgge
leegecaggelecaggeaaggeeetggagtegotoecagtiatalgglalgau
ccagtaataaatactatccagactecgtgaagggecgattcaccatctccagaga
caattccaagaacacgetglateigeaaatgaacagectgagagecgagpaca

cggetgtgtattactgtgegagageaeocagcagetggtaccetgattettttgat
atctgggeoccaaggaacaatggtcaccgicicticagegicgaccaaggocce
atcggtettccecctggegecctgetecaggageacctccgagageacagegg
ceetggeetgectggicaaggactacttceccgaaccggtgacggtgtcgtgga
actcaggegetetgaccage ggegtgeacacctteccagetgtectacagtecte
aggactctactecctcageagegtggteaccgtgccciecageaacttcggeac
ccagacctacacctgeaacgtagatcacaageccageaacaccaaggteeaca
agacagllgagegeaaaleciglglegaglgeecaceglgeccageaccacelg
tggcaggaccgicagtettectettcecccccaaaacccaaggacaccctcatgat
ctcccggaccectgagglcacatgegtggtggtggacgigagecacgaagacc
ctgagetcaagiicaactggtacgtggacgecgtegagetocataatgccaaga
caaageegeggeageagcaglacaacageac gtaccglglgeleagegtect
caccgtectgeaccaggactggcelgaatggeaaggaglacaaglgeaagglct
ccaacaaageccteccaageageatcgagaaaaccatctccaaagecaaagg
gecagececgagaaccacaggtgtacacectgeccccatcccggeageagatg
accaagaaccaggtcagectgacctgectggtcaaaggcttctatcecagegac
atcgeeglggagtgggagageaatgggcagecggagaacaactacaagaccea
cgectecegtgetggactecgacggctecttcttectctatageaagetcaccgtg
gacaagagcaggtgecageaggggaacgictictcatgetcegtgatgeatga
goclclgeacaaccaclacacgeagaagageclelecelglecccggplaaa
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229

mAb-CD73.9-Vh-hHC-IgG1.1f

caggtpcagetggtggagtctggpaoapocptoctccagectgggagptecct
gagactctectgtgeaagetetggattcacctticagtaactatggcatgeactggg
tecgecaggetecaggeaaggoectgeagteoateecagttatatggtatgatt

ccagtaataaatactatccagactecglgaagggccgattcaccaltclccagaga
caallecaagaacacgelglalclgeaaalgaacageclgagagecgaggaca

cggctgtptattactgtgcgagagpagocageagetggtaccctgattetittgat
atctgggoccaaggaacaatggtcaccglctettcagegtegaccaagpecce

clecglgtitectetggecccliccageaaglecacctelgge ggaacageegel

clgggcelgectgglcaaggactactlceccgagectglgace gtglectggaact
clggegeectgacalctggegtgcacaccttecctgetglgctgcagictagegg
cctgtacteectgtectecgtegtgacagteccctecagetetetggecacccag

acclacatetgeaacgtgaaccacaagecectccaacaccaagglgoacaageg
gelggaacecaagleclgegacaagacecalacelgecclecelgecctgetee
tgaagetgaaggegeccclageglglicelgticeclecaaageccaaggacac
cctgatgalctcecggaceccigaagtgacctgeglggtgatagatgtgtcecac
gagpacccagaagigaapttcaattgptacgtagacggcgtogaagtocacaa
cgccaagaccaagectagagageaacagtacaactccacctaccgggtegtat
ceglgetgacegtgelgeaccaggaliggelgaacggehnagagtacaagtgc

aaggtgtccaacaaggecctgectagetecategaaaagaccatctecaagget
aagggccagecccgepagecccaggtgtacacactgectecatecegggaag
agatgaccaagaaccaggtglcectgacttgecteglgaagggctictaceecte
cgalalegeeglggaatgggaglecaac ggecagectgagaacaaclacaaga
ccaccecteecgtgctggactecgac ggeteattettectgtacageaagetgac

agtggataagtcceggtggcageaggeoaacgtatictectactecgtgatgca
cgaggctetgeacaaccactacacacagaagteectgtetetgteccctgge

230

mAb-CD73.9-Vh-hHC-IgG2-C219S

caggtecagetgetecagtctggpapagoctgetecagectgggagpteoct
gagaciclectglgeaagetetggattcaccticagtaactatggeatgeactggg
tccgecaggetecaggeaaggaectggaglgagtgecagitatatggtatgatt
ccagtaataaatactatccagactecgtgaagg gecgattcaccatetccagaga
caallccaagaacacgelglalclgeaaalgaacageclgagagecgaggaca
cgectgtptattactgigegagagggagocagcagetggtaccctgattetittgat
alctgggeccaaggaacaatggicaccgicicltcageglcgaccaaggeece
cletgtatttectetgaccecttgeteccggiecacctetgagletacegetgctictg
gactpectgpteaaggactacticcecgagectgtgacegtgtectggaactctg
gegetetgacctecggegtgcacacctttccageegtgetgcagtecteeggect
glactetetgtectecgtegtgaccgtgecctectecaacticggcacccagacct
acacclgtaacgtggaccacaageectecaacaccaagglgeacaagaccglg
gaacggaagtcectgegtggaatgecctectigeectgeacctectgtggetgac
celleeglgticetgticececcaaageccaaggacacectgalgatcteccgga
cceccgaagtgacctgegtgatgptagatgtgtcccacgaggacceegaggly
cagltcaattggtacgtggacggegtggaagtgcacaacgecaagaccaagec
cagagaggaacagttcaactccaccticcgggtgatgtecgtgctgacegtggt
geaccaggactggctgaacggcaaagagtacaagtpcaaggtotecaacaag
gecctgectgececcatcgaaaagaccatclecaagacaaaggaecagecce
gegagectcagglgtacacactgecteccagecgggaagagatgaccaagaa
ccagglgtecctgacctgtctgglcaagggectictaccectecgatatcgecgly
gaalggeaglecaacggecagece gagaacaaclacaagaccacceceeeca
Lgelggacieegacggelcatlettectglaciecaagelgacaglggacaaglee
cgglggeageaggpcaacglgliclectgelctglgalgeacgageeectigeac
aaccactacacccagaagtecctgtocctgagecceggcaaa
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231

mAb-CD73.9-Vh-hHC-1gG2-C219S-
IgG1.1f

caggtgcagetggtgeagictggggpagecgtootccagectgggaggtecct
gagacictectgtgeaagetetggattcaccitcagtaactatggcatgeactggg
tecgecaggetecaggcaagggoctapagtppotpocagitatatggtatgatt
ceagtaalaaalaclalccagactecglgaagggccgaltcaccatelecagaga
caattccaagaacacgctglatctgeaaatgaacagectgagagecgaggaca
cgactgtatattactgtacpagageeeocagcagetggtaccctgattettttgat
alclggggecaaggaacaatggleacegiciclicagegtegaccaaggpece
atcggtettececetggegecctgetecaggageacctccgagageacagegg
ceclgpgetgectggicaaggactacttceccgaaccgglgacgglgtegtesa
acleaggegclelgaccageggeglgcacaccllcccagetglectacaglectle
aggactctacteccteageagegtggtgaccgtgeectecageaacttcggeac
ccagacctacacctgeaacgtagatcacaageccageaacaccaaggtgeaca
agacagttgagcgcaaatecigtgtegagtgeccacegtgeccageaccacctg
tgecagpaccgteagtettectettccccccaaaacceaaggacacceteatgat
cleceggaceccigaggleacalgegtgglgelggacglgagecacgaagace
ctgaggtcaagticaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgecaaga
caaageegegggageageagtacaacageacgtaccglglggteagegtect
caccglectgeaccaggactggelgaatggeaaggagtacaaglgcaagglel
ccaacaaagecctcecaageageatc gagaaaaccatetccaaagecaaagy
geageeccgagaaccacaggtglacaccectgeecceateccgggageagalg
accaagaaccaggleagectgacelgectggleaaaggctictateccage gac
atcgecgtggagtgaeagageaatgggcagec ggagaacaactacaagacca
cgecteccglgetggactecgacggctecticticetetatageaageteacegtg
gacaagageagglggeageaggggaacglelictealgelecgligatgealga
gactctgeacaaccactacac geagaagagectetecctgiceccgggtaaa

232

mAb-CD73.10-Vh-hHC-1gG1.1f

cagglgcagelgglggagiclgggeeagecelgelecageclgggaggleecet
gagactctectgtgeagectetggattcaccticagtaactatggeatgcactggg
tecgecaggctecaggcaaggpactagagteoatoocagitatatggtatgatg
agagtaataaatactatccagactecgtgaaggeccgaticaccatctccagaga
caallccaagaacacgelglalelgeaaalgaacageclgagagecgageaca
cgpctgtptattactgtecgagagpopocagcagetggtaccetgattetttgat
atctggggecaaggaacaatggicaccgicicltcageglcgaccaaggecce
clecglgtttectetggecccticcageaagtecacctetggeggaacagecgct
ctgggctecctggtcaaggactacttcecccgagectgigacegtgtectggaact
clggegecclgacatetggegtgcacacceliecctgelglgetgeaglclagegg
cctgtacteectgtectecgtegtgacagtgecctecagetetetgggecacccag
acclacaletgeaacgtgaaccacaagecctccaacaccaagglggacaageg
gglggaacceaagleclgegacaagacecalacclgeeclecclgeectgelee
tgaagcetgaaggcgeccctagegtgttcctgticectecaaageccaaggacac
cctgatgateteceggaccectgaagtpacctgegtopatpotopatatoteccac
gaggacceagaagtgaagttcaattggtacgtggacgecgtggaagtgcacaa
cgecaagaccaagectagagaggaacaglacaaclecacclacegggtggtgl
ceglgetgaccgtgetgeaccaggattggetgaac ggeaaagagtacaagtge
aaggtgtccaacaaggecctgectagetecatcgaaaagaccatctecaagget
aaggececageeccgegagecccagglplacacaclgeclecaleecgggaay
agatgaccaagaaccaggtgtcectgacttgectegtgaaggacttetaccocte
cgatatcgecgtggaatggeagtccaacggecagectgagaacaactacaaga
ccaceccleccgtgetgeactecgacggcteattcticetgtacageaagetgac
aglggalaagleccgglggcageaggpoaacgleticicelgelecglgalgca
cgaggcelelgeacaaccaclacacacagaaglecclgletelgtecectgge
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233

mAb-CD73.10-Vh-hHC-1gG2-C219S

cagglgeagelgglggaglclgggacagecglgelecageclgggagglecet
gagactetcctgtgeagectetggaticaccticagtaactatggeatgeactggg
tccgecaggetecaggceaagggoctgoagtpoatoocagttatatgptatgatg
agaglaataaalactalccagaclecglgaagggecgallcaccalelecagaga
caattccaagaacacgclglalctgcaaatgaacagectgagagecgaggaca
cgpctgtatattactgtgcgagaggegecagcagetgglaccctgatictitcgat
atctgggpccaaggaacaatggteace gtetettcagegtegaccaagggoce
cletgtgtttectetggecccttgeteccgglecacctetgagictacegetgetetg
gaelgectggteaaggactacticecegageclgtgaceglglectggaacielg
gegetetgacctecggegtgcacacctttecagecgtgetgeagtecteeggect
glactetetglecteeglegtgaceglgeccicctecaacttcggeacccagacct
acacclglaacglggaccacaagecclocaacaccaagglggacaagaceglyg
gaacgpaagtcctgegtggaatgeectectigeectgeacctectgiggetgpe
cctteegtgtteetgttccceccaaageccaaggacacectgatgatcteecgga
ceeecgaaglgacclgeglggtgelooalglelicccacgaggaccecgaggaty
cagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgecaagaccaagcec
cagagaggaacagltcaactccaccticegggteatatecgtectgaccgtggt
geaccaggactggetgaacggeaaagagtacaagtgcaagpgtgtccaacaag
gaectgectgeccccatcgaaaagaccatctecaagacanagggecagecce
gegagecteaggtgtacacactgecteccagecgggaagagatgaccaagaa
ccaggtgtecctgacctgictggtcaaggpcttctaccectecgatatcgecgtg
gaatgggaglccaacggocageccgagaacaactacaagaccacccecceca
tgctggactcegacggcetcaticticctgtactecaagetgacaglggacaagiee
cggtgocageaggpcaacgtgtictectgetctgtgatgeacgaggecctgeac
aaccactacacccagaagtccctgtecctgagececggcaaa

234

mAb-CD73.10-Vh-hHC-IgG2-C219S-
IgG1.1f

caggltgcagetggtagagtctggeasagecptgetccagectgggaggtecct
gagactctectgtgecagectetggaticaccttcagtaactatggcatgeactgeg
tecgecaggelecaggeaagggectggaglgestgocagitatatgglalgatg
agaglaataaalactalccagaclecglgaagggecgallcaccalelecagaga
caattccaagaacacgetglatctgeaaatgaacagectgagagecgaggaca
cggctgtatattactgtgegagaggeeocagcagetggtacectgattctttegat
alclggeoccaaggaacaatggleacegiclellcagegtegaccaagggece
alegglettceccctggegecctgelecaggageacclecgagageacagegy
cectggectgectggtcaaggactacticecegaaccggtgacgatotegtaga
actcaggcegclclgaccageggegtgcacaccticccagetgtectacaglecte
aggaclclacteectecageageglggtgaccgltgeectecageaacticggeac
cecagacctacacctgeaacglagatcacaageccageaacaccaagglggaca
agacagtigagcgeaaatectgtgtegagtgcccaccgtgeccageaccacctg
tegcaggaccgtcagtcticctettccecccaaaacccaaggacaccctcatgat
ctecegpaccectgagpteacatgeptpgtoptpoacgtgagecacgaagace
clgagglcaaglicaactgglacglggacggeglggagglgcalaalgecaaga
caaagccgegggaggageaglacaacagceacgtaccgtgtggicagegiect
caccglectgeaccaggactgactgaatggcaaggagtacaagtgeaaggtet
ceaacaaageccteccaageageategagaaaaccatctccanagecanagg
geagecccgagaaccacaggtglacacectgeceecateecgggaggagatg
accaagaaccaggtcagectgacctgeetggtcaaaggctictateecagegac
alegecglggaglggeagageaalgggeagecggagaacaactacaagacca
cgectecegtgetggactccgac ggetecticttcctetatageaageteace gty
gacaagagcagglggcageagggoaacglctictcatgetecglgatgeatga
geclelgeacaaccaclacac geagaagageclelecelglececgg glaaa
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235

mAb-CD73.11-Vh-hHC-IgG1.1f

cagglgcagelggtggagtclgggegagecglgetccagectgggagglecct
gagaclelectglgeageglelggalleacelicaglaaclalggealgeactggg
teegecaggelecaggeaaggeeclggaglopatoocagtiatalgglalgalg
aaagtaataaatactatgcagactecgtgaagggccgaticaccatctccagaga
caattccaagaacacgcetgtttctgeaaatgaacagectgagagecgaggacac
gectgtatattattgtgc gagaggetataacageaggtegtaccetgatgettttg
alalcigggeccaaggoacaatggleaccgiclellcageglegaccaaggoce
celeegtgtticetetggececliceageaagiecacclelggeggaacageege
tetgggetgectggtecaaggactacticeccgagectgtgace gtgtectggaac
tetggegecctgacatetggeglgcacaccttccctgetgtactgeaglctageg
geelglacteectglectecgloglgacaglgecclecageletetgggeaceca
gacctacatctgeaacgtgaaccacaagecctecaacaccaaggtggacaage
gggtggaacccaaglcctgegacaagacccatacctgecctecctgecctgete
clgaagetgaaggcegeecctagegtatiectgitcectecaaageccaaggaca
cectgatgateteceggacceectgaagtgacctgegtggtegtggatgtetecca
cgaggacceagaaglgaaglicaallgglacglggacggeglggaagigcaca
acgeeaagaccaagectagagaggaacagtacaactecacctaceggatget
gleegtgetgacegigetgeaccaggattggctgaacggcaaagagtacaagt
geaaggtgtccaacaaggecctgoctagetecategaaaagaccatetecaag
getaagggecageccegegagecccagglgtacacactgeclecateecggg
aagagalgaccaagaaccaggtgtecctgactigeelegtgaaggeceticlace
cctecgatatcgecgtggaatgggagtccaac ggecagectgagaacaactac
aagaccaccectecegtgetggacteegacggeteatictiectgtacageaage
tgacagtggataagtcecggtgocageagag oaacgtgtictectgetcegtga
tgcacgaggctetgeacaaccactacacacagaagteectgletetgtececlgg
¢

236

mAb-CD73.11-Vh-hHC-1gG2-C219S

cagglgcagetggteggagtelggpegpagocglogtccageetgggagglccct
gagactctectgtgeagegtctggaticaccttcagtaactatggeatgeactggg
tccgecaggctccaggcaaggpectagagteeatoacagitatatgglatgate
aaagtaataaatactatgcagactecgtgaagggccgaticaccatctccagaga
caallecaagaacacgelgliictgeaaalgaacageclgagageegaggacac
geclglgtattatigtgcgagagggltataacagcaggtggtaccctgatgettieg

atatctggggccaagggacaatggtcacegtetettcagegtcgaccaagggcc
cetetgtgtttectetggececttgetece ggtecacctetgagtetaccgetgetet
geoctecctggteaaggactacticcccgagectglgaccgtgtectggaacict
guepctelgaccteeggegtgcacacelltecageegtgclgeagtecteegge

ctgtactctetgtectecgtegtgaccgtgeectectecaacttcggeacceagac

ctacacctgtaacgtggaccacaagecctecaacaccaaggtg gacaagaccg
tggaacggaaglcctgegtegaatgecctecttigecctgeacclectglggelgy
ceclleegtglicctgliccececaaageccaaggacacecigalgatetcecgg

accececgaagleacctgegtgatggtagatgtgtcccacgaggacccecgag gt
geagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgecaagaccaage
ccagagaggaacaglicaaclccaccliceggglggtgiccglgctgaccglgy
tgcaccaggactggclgaacggcaaagaglacaaglgecaagglgiccaacaag

gegagectcaggtgtacacactgecteccagecgggaagagatgaccaagaa
ccagptgteectgacctgtetggteaaggectictacccctecgatatcgecplyg
gaatgggaglccaacggecage o gagaacaactacaagaccacceeeecca
tectgpactccgacggcteattcttectgtactccaagetgacagtgpacaagice
cggtogeageaggocaacgtgtictectgetetgigatgeacgaggecctgeac
aaccaclacacccagaaglecclglecclgageeecggeaaa
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237

CD73.4 (VH) - Secuencia de
Nucleotidos

cagglgcagelgglagaglclgggggagecgloelccagectgggagpeleect
gagacictectgtgeagectetggaticaccitcagtaactatggcatgeaciggg
tecgecaggcetecaggeaaggegctggagtepatgecagitatatigtatgatg
gaagtaataaatactatccagactccgtgaagggcegatticaccatctecagaga
caattccaagaacacgcetgtatctgcaaatgaacagectgagagecgaggaca
cgeelglgtatiacigtgegagagpegocageagelgglacectgatletittgal
alclgggeccaaggaacaatgglcacegleletica

238

5F8 VK3

FIVL.TQSPATLST.SPGIRATI.SCRASQSVSSYLAWY
QOQKPGOQAPRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTDET
LTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWWTFGQGTKVEIK

239

5F8 VK3 CDR1

RASQSVSSYLA

240

5F8 VK3 CDR2

DASNRAT

241

5F8 VK3 CDR3

QQRSNWWT

242

5F8 VK3 - Secuencia de Nucleotidos

GAGGTGCAGCTGOTGGAGTCCGGGGGAGGCTTA
GITCAGCCTGGGGOGTCCCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAGCTACTGGAT
GCACTGGGTCCGCCAAGCTCCAGGGAAGGGGCT
GATGTGGGTCTCACGTATTATTAGTGATGGGAGT
AGCACAGGTTACGCGGATTCCGTGAAGGGCCGA
TTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACACG
CTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCCGAG
GACACGGCTGTGTATTACTGTGCAAGAGAGTTTA
GCAGTGGCTGGTACTTTGACTACTGGGGCCAGGG
AACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

243

11F11 (cadena pesada de longitud
completa) - Sec NT

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCG TG
GTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTG
CAACGTCTGGATTCACCTTCAGTAACTATGGCAT
GCACTGGOTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGOGCT
GGAGTGGGTGGCAGTTATATTGTATGATGGAAGT
AATAAATACTATCCAGACTCCGTGAAGGGCCGA

TTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGC
TGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGG
ACACGOCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGGGOGCA

GCAGCTGGTACCCTGATTCTTTTGATATCTGGGG
CCAAGGAACAATGGTCACCGTCTCTTCAGCCTCC
ACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCT
GCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCGGCCC
TGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACC
GGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACC
AGCGGCGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTACAGT
CCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGAC
CGTGCCCTCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTAC
ACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACC

AAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGTTGT
GTCGAGTGCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGG
CAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACC
CAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAG
GTCACGTGCGTGGTGOGTGGACGTGAGCCACGAA

GACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGAC

GGCGTGOAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCA
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CGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTTICCGTIGIG
GTCAGCGTCCTCACCGTTGTGCACCAGGACTGGC
TGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCA
ACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCA
TCTCCAAAACCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCAC
AGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGA
TGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGT
CAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGOGA
GTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTA
CAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGGL
TCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACA
AGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCAT
GCTCCOGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTA
CACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

244

11F11 (cadena ligera de longitud
completa 1) - Sec NT

GAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGCCACCCTGT
CTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTG
CAGGGCCAGTCAGGGTGTTAGCAGCTACTTAGCC
TGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGG
CTCCTCATCTATGATGCATCCAACAGGGCCACTG
GCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGCCTG
GGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTAGA
GCCIGAAGATTTTGCAGTITATTACTGICAGCAG
CGTAGCAACTGGCATCTCACTTTCGGCGGAGGGA
CCAAGGTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCAC
CATCIGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCA
GTITGAAATCTGGAACTGCCTCTGTITGTGTGCCTG
CTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTAC
AGTGOAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTA
ACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCA
AGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGA
CGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAG
TCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAG
CTCGCCCOGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGA
GTGT

245

11F11 (cadena ligera de longitud
completa 2) - Sec NT

GACATCCAGATCGACCCAGTCTCCATCCTCACTGT
CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTG
TCGGGCGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCC
TGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCCCCTAAG
TCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTG
GGOTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GOACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAG
TATAATAGTTACCCTCTCACTTTCGGCGGAGGGA
CCAAGGTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCAC
CATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCA
GI'TGAAATCTGGAACTGCCTCTAGTTGIGTGCCTG
CTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTAC
AGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTA
ACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCA
AGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGA
CGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAG
TCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAG
CTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGA
GTGT
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246

4C3 (cadena pesada de longitud
completa) - Sec NT

GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTG
GTACAGCCTGGCAGGTCCCTIGAGACTCICCTIGIG
CAGCCTCTGGATTCACCTTTGATGATTATGCCAT
GCACTGGGTCCGGCAAGCTCCAGGGAAGGGCCT
GGAGTGGOTCTCAGOTATTAGTTGGAAGAGTGG
TAGCATAGGCTATGCGGACTCTGTGAAGGGCCG
ATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCC
CTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCTGAG
GACACGGCCTTGTATTACTGTGTAAAAGGGTATT
ACGTTATTTTGACTGGCCTTGACTACTGGGGCCA
GGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAA
GGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACT
TCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTAC
TTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTG
ACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCA
GGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTCACCGTGCCCTCCAGC
AGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAG
CCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCT
TGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAA
CTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTC TTCCCCCCAAAACCCA
AGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCG
TGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCA
ACTGGTACGTGGACGGCGTIGGAGGTGCATAATGCCAAGACAA
AGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGIGGIC
AGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGC TGAATGGCAAG
GAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCC
ATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGA
ACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGAC
CAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTA
TCCCAGCGACATCGCCOTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCC
GGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGA
CGGCTCCTTCTICCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAG
CAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTICTCATGCTCCGTGATGCA
TGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCT
GTCTCCGGGTAAA

247

4C3 (cadena ligera de longitud
completa 1) - Sec NT

GAAATTGTGITGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGT
CTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCOTG
CAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCTACTTAGCC
TGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGG
CTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTG
GCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTG
GGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGA
GCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAG
TATGGTAGCTCACCGCTCACTTTCGGCGGAGGGA
CCAAGGTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCAC
CATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCA
GTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTG
CTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTAC
AGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTA
ACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCA
AGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGA
CGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAG
TCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAG
CTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGA
GTIGT

150




ES 2807 182 T3

(continuacion)

SEQID |Descripcion Secuencia

248 | 4C3 [cadena ligera de longitud GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGT
completa 2) - Sec CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCTTCACTTG
TCGGGCGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCC

TGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCCCCTAAG
TCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTG
GGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAG
TATAATAGTTACCCTCCAACGTTCGGCCAGGGGA
CCAAGGTGGAAATCAAACGAACTGTGGCTGCAC
CATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCA
GTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGITGIGTGCCTG
CTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTAC
AGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTA
ACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCA
AGOACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGA
CGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAG
TCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAG
CTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGA
GTGT

S ol it S GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGT

CTGCATCTGTAGGAGACAGAGICACCTTCACTTG
TCGGGCGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCT
TGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCCCCTAAG
TCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTG
GGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAG
TATAATAGTTACCCTCCAACGTTCGGOCAAGGGA
CCAAGGTGGAAATCAAACGAACTGTGGCTGCAC
CATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCA
GITGAAATCTGGAACTGCCTCTGITGIGTGCCTG
CTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTAC
AGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTA
ACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCA
AGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGA
CGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAG
TCTACGCCTGCGAAGICACCCATCAGGGCCTGAG
CTCGCCCGTCACAAAGAGOTTCAACAGGGGAGA
GIGT

151




ES 2807 182 T3

(continuacion)

SEQID |Descripcion Secuencia
250 4D4 (cadena pesada de longitud CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTG
completa) - Sec NT GICCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTG TG

CAGCGTCTGGATTCACCTTCAGTAACTATGGCAT
GCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCT
GGAGTGOGGTGGCAGTTATATGGTATGATGAAAG
TAATAAATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCG
ATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACG
CIGTTTCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAG
GACACGGCTGTGTATTATTGTGCGAGAGGGTATA
ACAGCAGGTGOTACCCTGATGCTTTTGATATCTG
GGOCCAAGGGACAATGGTCACCOTCTCTTCAGCC
TCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCGC
CCTGCTCCAGOAGCACCTCCOAGAGCACAGCGG
CCCTGOOCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGA
ACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTG
ACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTAC
AGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGT
GACCGTGCCCTCCAGCAACTTCGGCACCCAGACC
TACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAAC
ACCAAGGTOGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGT
TGTGTCGAGTGCCCACCGTGCCCAGCACCACCTG
TGGCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAA
ACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCT
GAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAC
GAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTG
GACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAG
CCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTTCCGT
GTGGTCAGCOTCCTCACCGTTGTGCACCAGGACT
GGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCT
CCAACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAA
CCATCTCCAAAACCAAAGGGCAGCCCCGAGAAC
CACAGOGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGG
AGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCC
TGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGT
GGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACA
ACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGA
COGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTG
GACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTC
TCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACC
ACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGG
TAAA

152




ES 2807 182 T3

(continuacion)

SEQID

Descripcion

Secuencia

251

4D4 (cadena ligera de longitud
completa 1) - Sec NT

GACATCCAGATGACCCAGTCICCATCCTCACTGT
CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTG
TCGGGCGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCC
TGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCCCCTAAG
TCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTG
GGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAG
TATAATAGTTACCCGCTCACTTTCGOCGGAGGGA
CCAAGGTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCAC
CATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCA
GI'TGAAATCTGGAACTGCCTCTGITGTGTGCCTG
CTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTAC
AGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTA
ACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCA
AGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGA
CGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAG
TCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGUCTGAG
CTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGA
GTGT

252

10D2 (cadena pesada de longitud
completa) - Sec NT

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTG
GICCAGCCTGOCAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCGTCTGGATTCACCTTCAGTAACTATGGCCT
GCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCT
GGAGTGGGTGGCAGTTATACGGTATGATGGAAG
TAATAAATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCG
ATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACG
CTGTATCTGCAAATGAGCAGCCTGAGAGCCGAG
GACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGGGGGGGC
AGCAGCTGGTACCCGGACGGTTTGGACGTCTGG
GGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCTT
CCACCAAGGGCCCATCCGTCTTCCCCCTGGOGCC
CTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGC
CCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAA

153




ES 2807 182 T3

(continuacion)

SEQID

Descripcion

Secuencia

CCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTG
ACCAGCGGCGTIGCACACCTTICCCGGCTGTICCTAC
AGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGT
GACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGOGCACGAAGAC
CTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAA
CACCAAGGTGOACAAGAGAGTTGAGTCCAAATA
TGOTCCCCCATGCCCATCATGCCCAGCACCTGAG
TTCCTGGGGGGACCATCAGTCTTCCTGTTCCCCC
CAAAACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGAC
CCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAG
CCAGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTA
CGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGAC
AAAGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTA
CCGTGTGOTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAG
GACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAG
GTCTCCAACAAAGGCCTCCCGTCCTCCATCGAGA
AAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAG
AGCCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGA
GGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTG
CCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCC
GTGOAGTGOOAGAGCAATGOGCAGCCGGAGAAC
AACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCG
ACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTAACCGT
GGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTT
CTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAAC
CACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGG
GTAAA

253

10D2 (cadena ligera de longitud
completa 1) - Sec NT

GCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTET
CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTG
CCGGGCAAGTCAGGGCATTAGCAGTGCTTTAGCC
TOGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCTCCTAAG
CTCCTGATCTATGATGCCTCCAGTTTGGAAAGTG
GGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCAACAG
TTTAATAGTTACCCCACTTTCGGCGGAGGGACCA
AGGTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCACCAT
CTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTT
GAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTG
AATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAG
TGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAAC
TCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAG
GACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACG
CTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTC
TACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCT
CGCCCOGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGT
GT

154




ES 2807 182 T3

(continuacion)

SEQID

Descripcion

Secuencia

254

10D2 (cadena ligera de longitud
completa 2) - Sec NT

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGT
CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTG
TCGGGCGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCC
TGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCCCCTAAG
TCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTG
GGOTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAG
TATAATAGTTACCCGCTCACTTTCGGCGGAGGGA
CCAAGGOGTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCAC
CATCIGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCA
GTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTG
CTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTAC
AGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTA
ACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCA
AGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGA
CGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAG
TCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAG
CTCGCCCOTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGA
GTGT

255

11A6 (cadena pesada de longitud
completa) - Sec NT

GAAGTGCAGCTGGTGGAATCTGGGGGAAACTTIG

GTACAGCCTOGCAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCCTCTGGATTCACCTTTGATGATTATGC CAT

GCACTGGGTCCGGCAAGCTCCAGGGAAGGGCCT
GGAGTGGGTCTCAGGTATTAGTTGGAATAATAAT
GACATAGGCTATGCGGACTCIGTGAAGGGCCGA

TTCATCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCCC
TGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGACCTGAGG

ACACGGCCTTGTATTATTGTGTAAAAGGTTATTA
CGTTATTTTGACTGGTCTTGACTACTGGGGCCAG

GGAACCCCGOTCACCGTCTCCTCAGCCICCACCAAG
GGCCCATCGGICTTCCCCCTGGCACCCTC CTCCAAGAGCACCT
CTGGGGGC ACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACT
TCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGA
CCAGCGGCOTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAG

GACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCA

GCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGC
CCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTT
GTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAAC
TCCTOGGGGGACCGTICAGICTICCTCTTICCCCCCAAAACCCAA
GGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGT
GGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAA
CTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAA
GCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCA

GCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTOGCTGAATGOCAAGG
AGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCA
TCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAA
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACC
AAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTAT
CCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCC

GGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGA
CGGCTCCTTCTTCCTC TACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAG

CAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTICTCATGCTCCGTGATGC A
TGAGGCTCTGCACAACCACTACACGC AGAAGAGCCTCTCCCT
GTCTCCGGGTAAA

155




ES 2807 182 T3

(continuacion)

SEQID |Descripcion Secuencia

S ot GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGT

CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTG
TCGGGCGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCC
TGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCCCCTAAG
TCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTG
GGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGOCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAG
TATAATAG I TACCCGCTCACTTTCGGCGGAGGGA
CCAAGGTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCAC
CATCTGTCTTCATCTTCCCGOCATCTGATGAGCA
GTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTG
CTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTAC
AGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTA
ACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCA
AGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGA
CGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAG
TCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAG
CTCGOCOGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGA
GTGT

156




ES 2807 182 T3

(continuacion)

SEQID

Descripcion

Secuencia

257

24H2 (cadena pesada de longitud
completa) - Sec NT

CAGGTGCAACTGGTGGAGTCTGGGGGAGGOGTG
GTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCGTCTGGATTCACCTTCAGTAACTATGGCAT
GCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCT
GGAGTGGGTGGCAGTTATATGGTATGATGGAGG
TAATAAATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCG
ATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACG
CTGTTTCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAA
GACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGGGGC
AGCAGCTGGTACCCTGATGCTTTTGATATCTGGG
GCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCTTCAGCTTC
CACCAAGGGCCCATCCGTCTTCCCCCTGGCGCCC
TGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCC
CTGGGCTGCCTGOTCAAGGACTACTTCCCCGAAC
CGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGA
CCAGCGGCOTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACA
GTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTG
ACCOTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACGAAGACCT
ACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACA
CCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGTCCAAATATG
GTCCCCCATGCCCATCATGCCCAGCACCTGAGTT
CCTGGGGOGACCATCAGTCTTCCTGTITCCCCCCA
AAACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCC
CTGAGGTCACGTGCGTGOTGGTGGACGTGAGCC
AGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACG
TGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAA
AGCCGCGGOGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTACC
GTGTGOGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGA
CTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGT
CTCCAACAAAGGCCTCCCGTCCTCCATCOAGAAA
ACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAG
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGG
AGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCC
TGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGT
GGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACA
ACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGA
CGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTAACCGTG
GACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTC
TCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACC
ACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGG
TAAA

157




ES 2807 182 T3

(continuacion)

SEQID

Descripcion

Secuencia

258

24H2 (cadena ligera de longitud
completa 1) - Sec NT

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGT
CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACT TG
TCGGGCGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCC
TGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCCCCTAAG
TCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTG

GGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAG
TATAATAGTTACCCTCTCACTTTCGGCGGAGGGA
CCAAGGTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCAC
CATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCA
GTTOGAAATCTGOAACTGCCTCTGTITGTGTGCCTG
CTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTAC
AGTGOGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGOGTA
ACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCA
AGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGA
COGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAG
TCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAG
CTCGCCCATCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGA
GTGT

259

5F8 (cadena pesada de longitud
completa) - Sec NT

GAGGTGCAGC TGO TGGAGTCCGGGGGAGGCTTA
GTTCAGCCTGGGGGOGTCCCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAGCTACTGGAT
GCACTGGGTCCGCCAAGCTCCAGGGAAGGGGCT
GOTGTGGOTCTCACGTATTATTAGTGATGGGAGT
AGCACAGOGTTACGCGGATTCCGTGAAGGGCCGA
TTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACACG
CIGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCCGAG
GACACGGCTGTGTATTACTGTGCAAGAGAGTTTA
GCAGTGGCTGGTACTTTGACTACTGGGGCCAGGG
AACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGC
CCATCGGICTICCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTG
GGGGCACAGCGOCCCTGGUCTGCC TG TCAAGGACTACTTCC
CCGAACCGOTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCA
GCGOCGTGCACACCTTCCCGOCTGTCCTACAGTCCTCAGGACT
CTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTG
GGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGT
AACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGAC
AAAACTCACACATGCCCACCGTGOCCAGCACCTGAACTCCTG
GGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGAC
ACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGUICACATGCGTGGTG
GIOGACGIGAGCCACGAAGACCCTCAGGTCAAGTTCAACTGG
TACCTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCC
GCGOGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGT
CCTCACCGTCOCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTA
CAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGA
GAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCAC
AGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGA
ACCAGGTCAGCCIGACCTGCCTGGTCAAAGGCT TCTATCCCA
GCGACATCGUCGTCGAGTOGGAGAGCAATCGGOCAGCCGUGAG
AACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCIGGACTCCGACGGC
TCCTICTICCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGG
TGGCAGCAGGGGAACGTC TTCTCATGCTCCOTCATGCATGAG
GCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCT
CCGGGTAAA

158




ES 2807 182 T3

(continuacion)

SEQID

Descripcion Secuencia

260

5F8 (cadena ligera de longitud
completa 1) - Sec NT

GCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGT
CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACT TG
CCGGGCAAGTCAGGGCATTAGCAGTGCTTTAGCC
TGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCTCCTAAG
CTCCTGATCTATGATGCCTCCAGTTTGGAAAGTG
GGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCUTGCA
GOCTOAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCAACAG
TITAGTAGITACCCTCGGACGTTCGGCCAAGGGA
CCAAGGTGGAAATCAAACGAACTGTGGCTGCAC
CATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCA
GTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTG
CTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTAC
AGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTA
ACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCA
AGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGA
COCTOAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAG
TCTACGCCTGCOAAGTCACCCATCAGGGCUCTGAG
CTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGA
GrorT

261

5F8 (cadena ligera de longitud
completa 2) - Sec NT

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGT
CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTG
TCGGGCGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCC
TGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCCCCTAAG
TCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTG
GGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GOACAGGTTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAG
TATAATAGTTACCCTCGGACGTTCGGCCAAGGGA
CCAAGGTGGAAATCAAACGAACTGTGGCTGCAC
CATCIGICTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCA
GTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTG
CTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTAC
AGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTA
ACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCA
AGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGA
COGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAG
TCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAG
CTCGCCCOGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGA
GTGT

159




ES 2807 182 T3

(continuacion)

SEQID

Descripcion

Secuencia

262

6E11 (cadena pesada de longitud
completa) - Sec NT

GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGCCTTG

GTACAGCCTGGCAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCCTCTGGATTCACCTTTGATGATTATGCCAT

GCACTGGGTCCGGCAAGCTCCAGGGAAGGGCCT

GGAGTGGGTCTCAGGTATTACTTGGAATAGTGGT
GGCATAGGCTACGCGGACTCTGTGAAGGGCCGA

TTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCCC
TGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCTGAGG

ACACGGCCTTGTATTACTGTGCAAAAGATAGGTA
TTACAGCAGTTGGCTCCTCTTTGACAACTGGGGC
CAGGGAATTCTIGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACC
AAGGGCCCATCGUICTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGC

ACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGAC
TACTTCCCCGAACCGGTGACGATGTCGTGGAACTCAGGCGOC
CIGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGC TG TCCTACAGTCCT
CAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCETGGTGACCGTGCCCTCCA

GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACA
AGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAA
TCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCT

GAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCOCAAAAC
CCAAGGACACCCICATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACAT
GCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGT
TCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGA
CAAAGUCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGIGLG

OTCAGCGTCCTCACCOTCCTGC ACCAGGACTGGCTGAATGGC

AAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCT
CCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGA
GAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTG
ACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTC
TATCCCAGUGACATCGCCUTGOAGTGGGAGAGC AATGGGCAG
CCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCC
GACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAG

AGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTICTCATGUTCCGIGATG
CATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCC
CTGTCTCCGGOTAAA

263

6E11 (cadena ligera de longitud
completa 1) - Sec NT

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGT
CTTTGICTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTG
CAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTT
AGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCC
CAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCC
ACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGG
TCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGAC
TGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCA
GCATTATGGTAGCTCATTCACTTTCGOGCCCTGGG
ACCAAAGTGGATATCAAACGAACTGTGGCTGCA
CCATCIGTCITCATCTTCCCGCCATCTGATGAGC
AGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCT
GCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGT
ACAGTGGAAGOGTGGATAACGCCCTCCAATCGGG
TAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAG
CAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCT
GACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAA
AGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTG
AGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGA
GAGTGT
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Secuencia

264

7A11 (cadena pesada de longitud
completa) - Sec NT

GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTG
GTACAGACTGGCAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCCTCTGGATTCACCTTTGATGATTATGCCAT
GCACTGGGTCCGGCAAGCTCCAGGGAAGGGCCT

ATTATAGGCTATGCGGACTCTGTGAAGGGCCGAT
TCACCATCTCTAGAGACAACGCCAAGAACTCCCT
GTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCTGAGGA
CACGGCCTTGTATTACTGTGCAAAAGATATITTAT
GGTTCGOGGGAGTTCTTTTTTITGACTACTGGGGCC
AGGGAATCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCC ACCA
AGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCA
CCTCTGGGOGCACAGCGGCCCTGGGCTGOCTGGTCAAGGACT
ACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGOAACTCAGGCGCCC
TGACCAGCGGCGTGUACACCTICCCGGUTGTCC TACAGTCCIC
AGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAG
CAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAA
GCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAAT
CTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTG
AACTCCTGGUGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTICCCCCCAAAACT
CAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATG
COTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTT
CAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGAC
AAAGCCGCGGGACGAGCAGTACAACAGCACGTACCCTGTGG
TCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCA
AGGAGTACAAGTGC AAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCC
CCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGA
GAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTG
ACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTC
TATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCC
GACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAG
AGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATG
CATGAGGC TCTGCAC AACC ACTACACGCAGAAGAGCCTCTCC
CTGTCTCCGGGTAAA

265

7A11 (cadena ligera de longitud
completa 1) - Sec NT

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGT
CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTG
TCGOGGCGAGTCAGTATATTAGCAGCTGGTTAGCC
TGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCCCCTAAG
TCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTG
GGOTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAG
TATCATAGTTACCCTCCCACCTTCGGCCAAGGGA
CACGACTGGAGATTAAACGAACTGTGGCTGCAC
CATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCA
GTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTG
CTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTAC
AGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTA
ACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCA
AGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCOTGA
CGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAG
TCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAG
CTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGA
GTGT

161




ES 2807 182 T3

(continuacion)

SEQID
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266

CD73.4.1gG2C219SIgG1.1f - Sec NT
alternativa

caggtgcagc
gtggtccage
tcctgtgecag
aactatggca
ccaggcaagyg
atattgtatg
ccagactccg
tccagagaca
ctgcaaatga
acggctgtgt
agcagctggt
tggggccaag
tcagecgtcga
ccecectggege
gagagcacag
aaggactact
tcgtggaact
gtgcacacct
tcaggactct
accgtgeccet
acctacacct
agcaacacca
cgcaaatcct

ccagcaccac
ttcctettee
ctcatgatct
tgcgtggtgyg
cctgaggtca
ggcgtggagyg
ccgcgguagy
cgtgtggtca
caggactggc
tgcaaggtct
agcatcgaga
gggcagecee
ctgcceccecat
aaccaggtca
ggcttectate
tgggagagca
tacaagacca
gacggctcct
accgtggaca
aacgtcttct
gectctgecaca
ctctececctgt

tggtggagtc
ctgggaggtc
cctctggatt
tgcactgggt
ggctggagtyg
atggaagtaa
tgaagggccg
attccaagaa
acagcctgag
attactgtgc
accctgatte
gaacaatggt
ccaagggecce
cctgctccag
cggcecctggg
tcceccgaacce
caggcgctct
tcccagetgt
actccctecag
ccagcaactt
gcaacgtaga
aggtggacaa
gtgtcgagtyg
ctgtggcagyg
ccocaaaace
cCcCcggacece
tggacgtgag
agttcaactg
tgcataatgce
agcagtacaa
gcgtcctecac
tgaatggcaa
ccaacaaagce
aaaccatctc
gagaaccaca
cccgggagga
gcctgaccetyg
ccagcgacat
atgggcagcce
cgcctecegt
tctteccteta
agagcaggtyg
catgctcegt
accactacac
cceegggttyag

tgggggaggc
cctgagactc

caccttcagt
ccgeccaggcet
ggtggcagtt
taaatactat
attcaccatc
cacgctgtat
agccgaggac
gagagggggc
ttttgatatc
caccgtctct
atcggtctte
gagcacctcc
ctgcctggtce
ggtgacggtg
gaccagcggc
cctacagtcce
cagcgtggtg
cggcacccag
tcacaagccc
gacagttgag
cccacecgtge
accgtcagte
caaggacacc
tgaggtcaca
ccacgaagac
gtacgtggac
caagacaaag
cagcacgtac
cgtcctgcac
ggagtacaag
ccteccaage
caaagccaaa
ggtgtacacc
gatgaccaag
cctggtcaaa
cgeccgtggag
ggagaacaac
gctggactcc
tagcaagctc
gcagcagygygyg
gatgcatgag
gcagaagagco
a
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267 lgG1f ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPED
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQS SGLYSLSSVVTVR
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHT
CPPCPAPELLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRIPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDCVEVHNAK TKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTENQVSLTCLY
KGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
LYSKLTVDKSRWOOGNVESCSVMEEALHNHY TOKST,
SLSPGK

268 19G2.3 ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPED
VTVSWNSGALTSCGVHTFPAVLOS SGLYSLSSVVTVE
SSNFGTOTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPD
CPAPPVAGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVOFNWYVDGVEVANAK TKPREEQFNSTFR
VVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTIS
KTKCOPREPQVY TLPPSREEMTKNQVSLTCLVEGEY
PSDIAVEWESNGOPENNYKT TPPMLDSDGSFFLYSK
L TVDKSRWOQGNVFSCSVMHEALENAY TOKSLSLSP
GK

269 I9G2.3G1-AY ASTKGPSVFPLAFCSRSTSESTAALGCLVKDYFPED
VIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOS SGLYSLSSVVTVD
SSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKS CVECPP
CPAPELLGCPSVFLEPPKPKDTLMI SRTPEVTICYVY
DVSHEDPEVKENWYVDGVEVENAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLEQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEXT T
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTRNQVSLTCLVKGE
YPSDTAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRAQQGNVFSCSVMEEALENEYTQKSLSTLS
PGK

270 19G2.3G1-KH ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPER
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOS SGLYSLESVVTVD

SSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPP
CPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVEKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHOQDWLNGKEYRKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVEGEY
PSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWOQOGNVFSCSVMHEALHENHYTOKSLSLSP
GK

271 19G2.5 ASTKGPSVFPLAPSSRSTSESTAALGCLVKDYFPED
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOS SGLYSLSSVVTVE
SSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPE
CPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFR
VVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVENKGLPAPTEKTTS
KTKGQPREPQVY TLPPSREEMTKNGVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOPENNYKT TPPMLDSDGSFFLYSK
LTVDXSRWQQGNVFSCSVMHEALENHY TQKSLSLSED
CK
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(continuacion)

SEQID |Descripcion Secuencia

272 IgG1.1f ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOS SGLYSLESVVTVP
55SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKS CDKTHT
CPPCDAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVENAK TKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPSSIE
KTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLY
KGFYPSDTAVEWESNGOPENNYK TTPEVLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWOOGNVE SCSVMEEAL HNHY TOXS T,
SLSPGK

273 19G2.3G1.1f-KH ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOS SGLYSLSSVVTVD
SSNFGTOTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKS CVECPD
CEAPPVAGPSVELFPEPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPSSTEKTIS
KAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNOVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNGOPENNYKT TPPVLDSDGSFFLYSK
L TVDKSRUQOGNVFSCSVMHEALENAY TQKST.SLSP
CK

274 IgG1-deltaTHT ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPED
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOS SGLYSLESVVTVD
5SSLGTOTY ICNVNHKPSNTKVDKRVEPKS CDECPP
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVY
DVSHEDPEVKENWYVDGVEVENAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHGDWLNGKEYRCKVSNKALPAP TREKT T
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTRNQVSLTCLVKGE
YPSDTAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDESRWQQGNVESCSVMEEALENHY TQKSLSLS
PGK

275 I9G2.3-plusTHT ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPED

VIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTIVP
SSNEGTOQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVETHT
CPPCPAPPVAGPSVELEFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENS

TEFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEEK
TISKTKGQPREPOVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVE
GFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPMLDSDGSFEFFL
YSKLTVDKSRWOQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK

276 19G2.3-plusGGG ASTKGPSVFPLADCSRSTSESTAALGCLVKDYFPED
VTVSWNSGALTSGVHT FPAVLOS SGLY SLESVVTVE
SSNEGTQTYTCNVDHKPSNT KVDK TVERKS CVEGGG
CPPCPAPPVAGESVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVOFNWYVDGVEVENAKTKPREEQFNS
TERVVSVI TVVHODWL NGKE YRCKVSNKGT PAPTER
TTSKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTENQVSLTCLVE
GFYPSDIAVEWESNGOPENNYKT TEFMLDSDGSFFL
YSKLTVDK SRWOQGNVE SCSVMHEALENHY TOKSLS
LSPGK
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277 19G2.5G1.1f-KH ASTKGPSVFPLAPSSRSTSESTAALGCLVKDYFPER
VIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVER
SSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPP
CPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK TKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCEVSNKALPSSTEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQOGNVE SCSVMHEALHNHY TQKSLSLSP
GK

278 I9G2.5G1-AY ASTKGPSVFPLAPSSRSTSESTAALGCLVKDYFPED
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOS SGLYSLESVVTVE
SSNFGTOTYTCNVDHKPSNTKVDRTVERKCCVECPD
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVEFNWYVDGVEVENAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKT I
SKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGE
YPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KL TVDKSRWOQGNVE SCSVMHEALENHY TOKSLSLS
PGK

279 19G2.5G1-KH ASTKGPSVFPLAPSSRSTSESTAALGCLVKDYFPED
VIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVE
SSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPP
CPAPPVAGDSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLEQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTTS
KAKGQOPREPQVYTLPPSREEMTENQVS L TCLVKGEY
DSDTAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGEFFLYSK
[ TVDKSRWQQGNVF SCSVMHEALENHY TQKSTLSLS P
GK

280 I9G2.5-plusTHT ASTKGPSVFPLAPSSRSTSESTAALGCLVKDYFPER

VIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSLSSVVIVE
SSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVETHT
CPPCPAPPVAGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCY
VVDVSHEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENS
TFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNEKGLPAPIEK
TISKTKGOQPREPOVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVE

GFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPMLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALENHYTQESLS
LSPGK

281 IgG1-G2.3G1-AY ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPED
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOS SGLYSLSSVVTVD
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTEVDKRVERKS CVECPP
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVY
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVENAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHODWLNGKE YKCKVSNKALPAPTEKT I
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTENQVST TCLVKGE
YPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVE SCSVMHEALENEYTQKSLSLS
DGK
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282

IgG1-G2.3G1-KH

ASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEFPED
VIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTOQTYICNVNHKPSNTKVDERVERKSCVECPP
CPAPPVAGPSVELFPPRPEDTLMISRTPEVTICVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTEKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFELYSK
LTVDKSRWOQOGNVFSCSVMHEALHENHYTOKSLSLSP
GK

283

CD73 de la Figura 27A

XCPRAARAPATLLLALGAVLWPAAGAWELTILHTND
VHSRLEQTSEDSSKCVNASRCMGGVARLETEVQQOIR
RAEPNVLLLDAGDOYQGTIWFIVYKGAEVAHFMNAL
RYDAMALGNHEFDNGVEGLIEPLLEKEAKFPILSANI
KAKGPLASQISGLYLPYRKVLPVGDEVVGIVGYTSEE
TPFLSNPGTNLVFEDE ITALQPEVDKLKTLNVNKI I
ALGHSGFEMDELIAQKVRGVDVVVGGHSNTFLYTGN
PPSKEVPAGKYPFIVISDDGREKVPVVQAYAFGEYLG
YLKIEFDERGNVISSHGNPILLNSSIPEDPSIKADI
NKWRIKLDNYSTQELGKTIVYLDGSSQSCREFRECNM
GNLICDAMINNNLRHADETEFWNHVSMCILNGGGIRS
PIDERNNGTITWENLAAVLPFGGTFDLVOLKGSTLK
KAFEHSVHRYGQSTGEFLOVGGIHVVYDLSRKPGDR
VVKLDVLCTKCRVPSYDPLEMDEVYKVILPNFLANG
GDGFOMIKDELLRHDSGDQDINVVSTYISKMEVIYP
AVEGRIKHHHHHH

284

Aminoacidos de la region bisagra

VDKRY

285

Aminoacidos de la regidn bisagra

VDKTV

286

Aminoacidos de la region bisagra

EPKSCDKTHT

287

Aminoacidos de la region bisagra

ELKTPLGDTTHT

288

Aminoacidos de la region bisagra

EPKS

289

Aminoacidos de la regidn bisagra

ESKYGFP

290

Aminoacidos de la region bisagra

CPPCP

291

Aminoacidos de la regidn bisagra

CCVECPPCP

202

Aminoacidos de la region bisagra

CPRCP (EPKSCDTPPPCPRCP),

293

Aminoacidos de la regidn bisagra

CPRCP (EPKSCDTPPPCPRCP),

294

Aminoacidos de la region bisagra

CPRCP (EPKSCDTPPPCPRCP),

205

Aminoacidos de la region bisagra

CDTPPPCPRCP (EPKSCDTPPPCPRCP),

206

Aminoacidos de la regidn bisagra

CDTPPPCPRCP

207

Aminoacidos de la regidn bisagra

CPSCF

208

Aminoacidos de la regidn bisagra

APELLGG

299

Aminoacidos de la region bisagra

APPVAG
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300 G2-G1-G1-G1 ASTKGPSVEFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSYVT
VPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERK SCDE
THTCPPCPAPELLGGPSYFLFPPKPKDTLMI SRTP
EVTCYVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
ERQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPTEKTI SKAKGOPREPOVYTLPPSREEMTKNG
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNCOPENNYKTTPPY
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPGK

301 G2.5-G1-G1-G1 ASTKGPSVFPLAPSSRSTSESTAALGCLVKDYFPE

PVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSNFGTOTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCDK
THICFPCPAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLMISRTP
EVICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTEKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKYSNEA
LPAPTEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPYV
LDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPGK

302 G1-G2.3-G2-G2 ASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEPE
PVTVSWNSGALTSGVHTEPAVLOSSGLYSLSSVVT
YPSSSLETQTY TCNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCVE
CPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTIMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVOFNWYVDGVEYHNAK TKPREEQF
NSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGLPAP
IEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPMLDSD
GSFFLYSKLTVDESRWOQGNVFSCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

303 G1-KRGEGSSNLF ASTKGPSVFPLAPSSRSTSESTAALGCLVKDYEPE

PVITVSWNSGALTSGVHTEPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSNFGTQTY ICNYNHKPSNTKVDKRVEPKSCDK
THTCPPCPAPELLGGPSVELFPPKPKDTLMISRTP
EVICVVVDVSHEDPEVEENWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNG
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPGK

304 G1-KRGEGS ASTKGPSVEPLAPSSRSISESTAALGCLVKDYFPE

PVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDK
THTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPE
EVICVVVDVSHEDPEVEFNWYVDGVEVHNAKTKPR
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FEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCEVSNEA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLFPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPV
LDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPGK

305 G1-SNLF ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLYKDYEPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSNFGTQTYICNVNEKPSNTKVDKRVEPKSCDK
THTCPPCPAPELLGGPSVFIFPPKPXDTLMI SRTP
EVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAK TKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPOVYTLPPSREEMTKNG
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPY
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPGK

306 IgG1- ITNDRTPR ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE

PVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYTCNVDHEPSNTEKVDKTVERKSCDK
THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTE
EVICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGYVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNEKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTEKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPYV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEAL
HNHYTQESLSLSPGK

307 G1-SNLFPR ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLYKDYEPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSNFGTOTY ICNYNHKPSNTKVDKRVERKSCDK
THTCPPCPAPELLGCPSVFLFPPKPKDTLMI SRTE
EVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE YKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTENG
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPY
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPG

308 G2-RKEGSGNSFL ASTKGPSVFPLAPCSKSTSCGTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTY TCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVE
CPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVOFNWYVDOVEVENAK TKPREEQF
NSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGLPAP
TEKTISKTKCOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWE SNGQPENNYKT TPPMLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK
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309 G2-RKEGSG ASTRGPSVEPLAPCSKSTSGGTAALGCLVKDYEPE
PVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSNEGTQTYTCNVDHEPSNTKVDKTVERKSCVE
CPPCPAPPVAGPSVFLFFPPKPEDTLMISRIPEVTC
VVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHENAKTKFREEQE
NSTFRVVSVLTYVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAP

TEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPMLDSD
GSFFLYSKLTVDESRWQQGNVESCSVMHEATLHNHY
TOKSLSLSPGK

310 G2-NSFL ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYEPE
PYIVSWNSGALTSGVHTEPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTOTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVE
CPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPEDTLMI SRTPEVTC
VYV DVSHEDPEVOFNWYVDGVEVENAK TKPREEQR
NSTFRVVSVLTVVEQDWLNGKEYKCKVSNKGT,PAP
IEKTISKTKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPMLDSD
GSFFLYSKLTVDESRWQQGNVEFSCSVMHEALHENHY
TOKSLSLSPGK

311 IgG2- TIDNTRRP ASTKGPSVEPLAPCSRSTSESTAALGCLVEDYEPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVT
YPSSNFGTQTYTCNVNHKP SNTKVDKRVEPKSCVE
CPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTC
VVYDVSHEDPEVOFNWYVDGVEVHNAK TKPREEQF
NSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGT, PAP
TEKTISKTXGOPREPOVYTLPPSREEMTKNOVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPMLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

312 G2-NSFLRP ASTKGPSVEPLAPCSRSTSESTAALGCLVEDYEPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVEPKSCVE
CPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQF
NSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGLPAP
TRKTTSKTKGQOPREPQVYTI PPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWOOGNVFSCSVMHEALHENHY
TOKSLSLSPGK

313 G1-G1-G2-G1-AY ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEPE
PVTIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNEKPSNTKVDKRVEPKSCDK
THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTP
EVICVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKER
EREQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKG
LPAPTEKTISKTKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQOPENNYKTTPPY
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEAL
HNHYTQXSLSLSPGK
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314

G1-G1-G2-G1-KH

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYEPE
PVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDERVEPKSCDK
THTCPPCPAPPVAGPSVELEFPPKPEDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGEKEYKCKVSNKGL
PAPIEKTISKITKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVY
SLTCLVEGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDESRWQQGNVESCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGK

315

G2-G2.3-G1-G2-KH

ASTRKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYEPE
PVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVE
CPPCPAPPVAGPSVELFPPKPEDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
TEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHEY
TQKSLSLSPGK

316

G2.5-G2.3-G1-G2-KH

ASTKGPSVFPLAPSSRSTSESTAALGCLVKDYEPE
PVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSYVT
VPSSNEGTQTYTCNYDHKPSNTKVDETVERKSCVE
CPPCPAPPVAGPSVEFLFPPKPEKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAP
TEETISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPMLDSD
GSFFLYSKLTVDESRWOQGNVESCSVMHEALHENHY
TOKSLSLSPGK

317

G2-G2.3-G1-G2-AY

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYEPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVE
CPPCPAPELLGGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVRFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGEEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVEGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPMLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVE SCSVMHEATLHNH
YTQKSLSLSPG

318

G2.5-G2.3-G1-G2-AY

ASTKGPSVFPLAPZSRSTSESTAALGCLVKDYFPE
PVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSENFGTQTYTCNYDHKPSNTEVDKTVERKSCVE
CPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPEKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGOPREPCVYTLPPSREEMTENQOVSL
TCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDS
DGSFELYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNH
YTOKSLSLSPGE
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319 G1-G2.3-G1-G1-KH ASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLYKDYEFPE

PVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTIQTY ICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCVE
CPPCPAPPVAGPSVELFFPPKPKDTLMISRIPEVTC
VVVDVSHEDPEVEKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCEKVSNKALPAP

IEKTISKARKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDRKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

320 G2-G1-G2-G2-AY ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPE

PYTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VESSNEGTOQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCDK
THICPPCPAPELLGGPSVELEFPPKPKDTLMISRTP
EVICVVVDVSHEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EBEQENSTFRVVSVLTVVHQDWLNGEEYKCKVSNKG
LPAPIEKTISKTKGQPREFPQVYTLFPSREEMTENQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPFM
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEATL
HNHYTQKSLSLSPGK

321 G2.5-G1-G2-G2-AY ASTKGPSVFPLAPSSRSTSESTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTEPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCDK
THTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPKPKDTLMI SRTP
EVICVVVDVSHEDPEVQFNWY VDGVEVHNAKTKPR
EFQFNSTFRVVSVLTVVHODWILNGKEYKCKVSNKG
LPAPTIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQOPENNYKTITPPM
LDSDGSFFLYSKLTVDK SRWQQGNVESCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPGK

322 G1-G2-G1-G1-AY ASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLYKDYEPE
PVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTOTY TCNVNHKPSNTKVDKRVEPK SCVE
CPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMT SRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVENAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKE YK CKVSNEALPA
PIEXTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTOKSLSLSPGK

323 G2-G1-G2-G2-KH ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDK TVERKSCDK
TETCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRIPE
VTCVVVDVSHEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQFNSTFRVVS VL TVVHODWLNGKE YKCKVSNKGI
PAPIEKTISKTKGOPREPQVYTLEPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPML
DSDGSFFLYSKLTVDKS RWOQGNVESCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPG
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324 G2.5-G1-G2-G2-KH ASTKGPSVFPLAPSSRSTSESTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSNFGTOTYTCNYDHKPSNTKVDKTVERKSCDK
THTCPPCPAPPVAGPSVE LFPPKPKDTLMI SRTEE
VTCVVVDVSHEDPEVOFNWYVDGVEVENAKTKPRE
EQFNSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGL
PAPTEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTRNQY

SLTICLVEGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPML

DSDGSEFFLYSKLTVDESRWOQOGNVESCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGK

325 |gG1-deltaBisagra ASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYEFPE
PVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKCPPC
PAPELLGGPSYFLFEPKPKDTLMISRTPEVTICVVY
DVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLY
KGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSE
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGK

326 IgG2-deltaBisagra ASTKGPSVEPLAPCSRSTSESTAALGCLVEDYFPE

PVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VESSNEGTOTYTCNVDHKPSNTEVDKTVERKCPPC
PAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVD
VSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTF
RVVSVLTYVHODWLNGKEYKCKYSNKGLPAPIEKT
ISKTRGQPREPOQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVE
GEYPSDIAVEWESNGOQPENNYKITPPMLDSDGSEF
LYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHY TQKS
LSLSPGK

327 IgG2.5-deltaBisagra ASTKGPSVFPLAPSSRSTSESTAALGCLVKDYFPE
PYTVSWNSGALTSGVHETEPAVLOSSGLYSLSSVVT
VESSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCPEC
PAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNS TF
RVVSVLTVVHQODWLNGKE YKCKVSNKGLPAPTEKT
ISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVE
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSEF
LYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHY TQKS
LSLSPGK

328 IgG1-deltaG237 ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGYETFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTOTYICNVNEHKPSNTKVDKRVEPKSCDK
THTCPPCPAPELLGPSVFLFPPKPKDTIMISRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNCKEYKCKVSNKAL
PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTENGY
SLTCLVKGFYPSDTAVEWESNGGPENNYKTTPRVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVESCSVMHEALH
NHYTOKSLSLSPG
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329 IgG2-plusG237 ASTKGPSVEPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYEPE

PVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSLSSVVT
VPSSNEGTIOQTYTCNVDHKPSNTEKVDKTVERKSCVE
CPPCPAPPVAGGPSVELEFPPKPEDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVQEFNWYVDGCVEVHNAKTKPREEQ
FNSTFRVVSVLIVVHODWLNGKEYKCKVSNKGLEA
PIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVEGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPMLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNYVESCSVMHEALHNH
YTOKSLSLSPGK

330 19G2.4 ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSTSSVVT
VPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCSVE
CPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAK TKPREEQE
NSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGLPAP
IEKTISKTKGOPREPOVYTLPPSREEMTKNOVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSD
GSFFLYSKLTVDESRWQQGNVEFSCSVMHEALHNEY
TOKSLSLSPGK

331 19G2.3/4 ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSTLSSVVT
VESSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSSVE
CPPCPAPPYVAGPSVEFLFPPKPKDTLMISRIPEVIC
YVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAK TKPREEQE
NSTFRVVSVITVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAP
TEKTISKTKGOPREPQVYTLPPSREEMTENQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKT TPPMLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVEFSCSVMHEALENHY
TOKSLSLSPCK

332 1gG2.3-V13 ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLS SVVTVRS SNF
GTOTYTCHNVDHREPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPADPPV
AGDSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTICVVVDVSHEDPEV
CFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNS TFRVVSVL TVVHO
DWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGOPREPOQVY
TLPPSREEMTENQOVSLTCLVKGEYPSDIAVERESNGOP
ENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTYDESRWQQGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

333 I9G2.3-V14 ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVEDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTEPAVLOSSGLYSLSSVVTVES SNE
GTQTYTCNYDHKP SNTKVDKTVERKSCVECPPCPAPPY
AGUSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDGEY
OFNWYVDGVEVHNAK TKPREEQFNS TFRVVSVL TVVHO
DRLNGKEYKCKVSNKGLPAP IEKT I SKTKGQPREPQVY
TLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI AVENESNGQOP
ENNYKTTPPMILDSDGSFFLY SKLTVDK SRWQQGNVFSC
SVMEEALENHY TOKSLSLSPGK
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334 1gG2.3-V15 ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVEDYFPERPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLS SVVTVPSSNE
GTOTYTCNVDHKPSNTKVDETVERKSCVECPPCPAPPY
AGRSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSDEDGREY
OFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNS TFRVVSVLTVVHE
DHLNGKEYKCKVSNKGLPAPTEKT I SKTKGOPREPQVY
TLPPSREEMTKNQVSLTCLVEKGEYPSDIAVERESNGOP
ENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

335 1gG2.3-V16 ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEDVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNE
GTQTYTCNVDHEPSNTKVDETVERKSCVECPPCPAPPV
AGDSVEFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDREV
QFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHD
DWLNGKEYKCKVSNKGLPRPIEKTISKTKGOPREPOVY
TLEPSREEMTKNOVSLTCLVEGFYPSDIAVEKESNGQP
ENNYKTTPPMLDSDGSEFLY SKLTVDKS RWOOGNVE SC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

336 l9G2.3-V17 ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYEPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLS SVVTVPSSNE
GTQTYTCNVDHEP SNTKVDKETVERKSCVECPPCPAPEY
AGESVFLFPEKPKDTLMI SRTPEVTICVVVDVSHEDSEY
OFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHG
DRI NGKEYKCKVSNEGLPRPTEKT I SKTKGOPREPOVY
TLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOP
ENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVESC
SVMEEAT ENHYTOKSLSLSPGK

337 1gG2.3-vV18 ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVEDYFPERPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLS SVVTVPSSNFE
GTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPAPDY
AGPSVFLFPPEPEDTLMISRTPEVICVVVDVEHEDPEVY
OFNWYVDGVEVHNAKTEPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQ
DHLNGKE YKCKVSNKGLPAP IEKT I SKTKGOPREPQVY
TLPPSREEMTKNOVSLTCLVKGEFYPSDIAVERESNGOP
ENNYKTTPPMLDSDGSEFFLY SKLTVDKSRWQQGNVESC
SVMHEALENHYTOKSLSLSPGK

338 1gG2.3-V19 ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNE
GTOTYICNVDHEP SNTKYDKTVERKSCVECPPCPAPPY
AGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVEHEDPEY
CFNWYVDGVEVHNAETKPREEQFNS TFRVVSVLTVVHO
DWLNGKEYECKVSNKGHFPAPTEKTI SKTKGOPREPOVY
TLEPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDT AVERESNGOD
ENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRHQOGNVESC
SVMHEALHNHYTOKSLSLSPGK

339 19G2.3G1-AY-V20

/ HIPATEL
LGGHSVELFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPE
VEKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
CDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSREEMTENQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTITPPVLDSDGSEFFLY SKELTVDKSRWOQOGHNVE S
CEVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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340 19G2.3G1-AY-V21

LGGHSVEFLFPPKPKDTILMI SRTPEVICVVVDVSHEDGE
VKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
CDWLNGKEYKCEVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQV
YTLPPSREEMTKNOVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSEFFLY SKELTVDRESRWQOGNVE S
CESVMHEALHNHYTQRSLSLSPGK

NN Y ST

341 19G2.3G1-AY-V22

SRTE ATV
LGGRSVFLFPPEKPKDTLMI SRTPEVICVVVDVSREDSZE
VEENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
CDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTI SKAKGQPREPQV
YTLPPSREEMTENQVSLTCLVEGEYPSDIAVEWESNGQ

PENNYKTTPPVLDSDGSEFELYSKLTVDESRWOQOGNVE'S
CSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGK

342 19G2.3G1-AY-V23

LGGOSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVICVVVDVSHEDGE
VEKFNWYVDGVEVHNAKTEKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
CDWLNGEKEYKCEKVSNEKALPRPIEKTISKAKGOPREPQV
YTLPPSREEMTENQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQQCGNVES
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

343 19G2.3G1-AY-V24

LGGD
VEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
CDWLNGKEYKCKEVSNKALPRPTEKTI SKAKGQPREPQV
YTLPPSREEMTIEKNQVSLTCLVKGEYEPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFEFLY SKLTVDKSRWQOGNVES
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

344 19G2.3G1-AY-V25

P

GELIVT HEDSNTEVLETIVE 2 PE FEL
LGEISVELFPPEKPKDTLMI SRTPEVICVVVDVSUEDSGE
VEKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
ODWLNGKEYKCEVSNEALPRPIEKTI SKAKGQPREPQV
YTLPPSREEMTENQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGO
PENNYKTTPPVLDSDGSEFELYSKLTVDESRWQOGNVE'S
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

345 19G2.3G1-AY-V26

: ST
LGHBRSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVICVVVDVSDREDGE
VEKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
CDWLNGKEYKCEVSNKALPRPIEKTISKAKGOPREPQV
YTLPPSREEMTIKNQVSLTCLVKGFYFPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFELYSKLTVDESRWQOQGNVE S
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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(continuacion)

SEQID |Descripcion Secuencia

346 1gG2.3G1-AY-V27 5
N Vs ‘EL
LGGPESVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVEHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
ODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTI SKAKGQPREPQV
YTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKITPPVLDSDGSEFELYSKLTVDKSRWQQGNVE S
CSVMHEALHNHYTQRSLSLSPGK

347 1gG2.3G1-AY-V28
s ‘EL
LGGPSVFLFPPKPEDTLMISRTIPEVICVVVDVEHEDPE
VEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKA¥FPAPTEKTI SKAKGQPREPQV
YTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSEFELYSELTVDESRWQOGNVES
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

348 Bisagra alternativa ERKCCVECPPCPAPPVAG

349 Bisagra alternativa ERKSCVECPPCPAPPVAG

350 Bisagra alternativa ERKCSVECPPCPAPPVAG

351 Bisagra alternativa ERKXCVECPPCPAPPVAG

352 Bisagra alternativa ERKCXVECPPCPAPPVAG

353 Bisagra alternativa ERKCCVECPPCPAPPVAGX

354 Bisagra alternativa ERKSCVECPPCPAPPVAGX

355 Bisagra alternativa ERKCSVECPPCPAPPVAGX

356 Bisagra alternativa ERKXCVECPPCPAPPVAGX

357 Bisagra alternativa ERKCXVECPPCPAPPVAGX

358 Bisagra alternativa ERKCCVECPPCPAPELLGG

359 Bisagra alternativa ERKSCVECPPCPAFPELLGG

360 Bisagra alternativa ERKCCSVECPPCPAPELLGG

361 Bisagra alternativa ERKXCVECPPCPAPELLGG

362 Bisagra alternativa ERKCXVECPPCPAPELLGG

363 Bisagra alternativa ERKCCVECPPCPAPELLG

364 Bisagra alternativa ERKSCVECPPCPAPELLG

365 Bisagra alternativa ERKCCSVECPPCPAPELLG

366 Bisagra alternativa ERKXCVECPPCPAPELLG

367 Bisagra alternativa ERKCXVECPPCPAPELLG

368 Bisagra alternativa ERKCCVECPPCPAP

369 Bisagra alternativa ERKSCVECPPCPAP

370 Bisagra alternativa ERKCSVECPPCPAP

371 Bisagra alternativa ERKXCVECPPCPAP

372 Bisagra alternativa ERKCXVECPPCPAP
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(continuacion)

SEQID |Descripcion Secuencia
373 Porcién de bisagra PVAG
374 Porcion de bisagra ELLG

375 Porcion de bisagra ELLGG
376 Porcién de bisagra SCDKTHT
377 Porcion de bisagra CCVE
378 dominio CH1 de IgG2 wt

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEP
VIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTV

379 |CH1delgG2y bisagra ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPED
VIVSWNSGALTSGVITEPAVI QSSGLY SISSVVTV
PSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVEC
PPCPAPPVAG

380 Porcion de bisagra CPPCPAP

El listado de secuencias proporciona las secuencias de las regiones variables maduras y las cadenas pesadas y
ligeras (es decir, las secuencias no incluyen péptidos sefal).
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado que se une a Grupo de Diferenciacion 73 (CD73) humano y que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDRS3 de la cadena pesada que comprenden las SEQ ID NO: 5, 6 y 7, respectivamente, y las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena ligera que comprenden las SEQ ID NO: 13, 14 y 15,
respectivamente, en donde el anticuerpo comprende una region constante de la cadena pesada que comprende una
bisagra de IgG2 y dominio CH1 de IgG2.

2. El anticuerpo aislado de la reivindicacion 1, en el que el dominio bisagra comprende sustituciéon de aminoacidos
C219S, segun el indice de la UE del sistema de Kabat, en relacion a un dominio bisagra de 1IgG2 humana tipo
silvestre (SEQ ID NO: 136).

3. El anticuerpo aislado de las reivindicaciones 1 o 2, en el que la regidn constante de la cadena pesada comprende:

(a) un dominio CH1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 124;y
(b) un dominio bisagra que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 123.

4. El anticuerpo aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el anticuerpo comprende una
region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 135y
una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 12.

5. El anticuerpo aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el anticuerpo comprende una
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en las SEQ ID NO: 133 0 189 y una cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 102.

6. El anticuerpo aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que las cadenas pesadas y ligeras son
cadenas pesadas Y ligeras de longitud completa, respectivamente.

7. El anticuerpo aislado de la reivindicacion 6, que es un anticuerpo de 1gG.

8. El anticuerpo aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el anticuerpo comprende una
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 133 y una cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 102.

9. El anticuerpo aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el anticuerpo comprende una
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 189 y una cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 102.

10. El anticuerpo aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9 que es un anticuerpo humano y presenta una
0 mas de las siguientes propiedades:

(a) se une a CD73 humano con una Kp de 10 nM o menos determinada por Resonancia de Plasmon Superficial
(SPRY);

(b) inhibe la actividad enzimatica de CD73;

(c) internaliza CD73 por internalizacion de CD73 mediada por anticuerpo dentro de células, por ejemplo, células
tumorales; y

(d) se une a CD73 humana con una CEs de 0,1 a 10 nM o0 menos como se mide por FACS.

11. El anticuerpo aislado de la reivindicaciéon 7, en el que la regidon constante de la cadena pesada comprende
ademas un dominio CH2 de IgG1 humana que comprende las sustituciones de aminoacidos A330S y P331S, segun
el indice de la UE del sistema de Kabat, en relacion a un dominio CH2 de IgG1 humana tipo silvestre (SEQ ID NO:
137).

12. Una composicion que comprende el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

13. La composicion de la reivindicacion 12, que comprende ademas uno o mas agentes terapéuticos adicionales.
14. La composicion de la reivindicacion 13, en la que el agente terapéutico adicional es un anticuerpo antagonista de
la proteina 1 de muerte celular programada (PD-1), un anticuerpo antagonista del ligando 1 de muerte programada

(PD-L1), un anticuerpo antagonista de la proteina 4 asociada a linfocito T citotoxica (CTLA-4) o un anticuerpo
antagonista del gen-3 de activacion de linfocito (LAG-3).
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Unidén a linfocitos T humanos

D316 mAb-CD73.4-1gG2-1gG1.1f
D316 mAb-CD73.4-1gG2

D316 mAb-CD73.4-1gG1.1f
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Unidén a linfocitos B humanos

D316 mAb-CD73.4-1gG2-lgG1.1f
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Intensidad CD73/Célula

Intensidad CD73/Célula
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Internalizacion receptor mediada por Ab
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Internalizacién receptor mediada por Ab
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Intensidad CD73/Célula
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Internalizacion receptor mediada por Ab
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Internalizacion CD73 Calué
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Internalizacion CD73 NCI-H292 (no lavado)
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Internalizacion CD73 Calué
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Internalizacion SNU-C1
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Internalizacion NCI-H1437 CD73
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Internalizacion grupo 1 CD73

internalizacion grupo 2 CD73
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60 -

40

20 1

ES 2807 182 T3

% Actividad CD73
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Fig. 24F
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Tabla 26: datos DLS para complejos CD73/mAb

DLS
i Rel |[diana] | [mAb]
Diana mAb e[ Gt | | e B [ o | e
CD73.10-1gG1.1f 0:1 4 50 | 06 | 110 | 60 | 1000} 0,0
CD73.1019G2C2198 | 0 4 52 |01 | 119 23 |1000] 00
CD73.3-gG1.1 01 4 51 | 05 | 116 | 69 |100,0] 00
11F11Fab 01 8 | 34| 02 | 220 53 | 1000] 0
hCD73-his 1:0 4 43 | 03 | 106 | 52 | 98| 0,2
N-hCD73-his 10 8 23 | 02 | 183 | 123 | @99 | 0.2
hCD73-his CD73.10-IgG1.1f 11 4 4 128 | 07 | 324 | 67 | 1000} 00
hCD73-his CD73.10-1gG2-C219S 11 4 4 29 | 15 | 75 | 08 | 739 | 11,5
hCD73-his CD73.3gG1.1 1:1 4 4 108 01 | 282 | 06 |1000] 00
hCD73-his 11F11-Fab 12 4 8 64 | 01 | 151 | 43 | 100,0] 0D
N-hCD73-his CD73.10-1gG1.1f 21 8 4 66 | 03 | 153 | 65 | 1000} 00
N-hCD72-his| CD73.10-1gG2-C2198 21 8 4 65 | 02 | 167 | 57 [1000] 01
N-hCD73-his CD73.3-1gG 1.1 21 8 4 58 | 03 [ 128 | 53 | 1000] 00
N-hCD73-his 11F11-Fab 11 8 8 42 | 01 | 126 | 47 | 100,0] 00
hCD73 10 25 0 45 | 01 | 123 | 43 | 99| 02
hcD73 CD73 4-hybrid 1025 25 0625] 132 | 1,7 | 465 | 59 | 999 | 01
hCD73 CD73.4-hybrid 105 25 25 | 175 10 | 31,7 | 88 | 626 | 258
hCD73 CD73.4-hybrid 1:1 25 25 | 89| 10 | 251 21 | 23| 49
hCDT3 CD734-nyord 12 | 25| 5 | 44| 01 | 313 ] 55 | 687 | 258
hCD73 CD734 hybrid 14 | 25| 10 | 114 08 | 429 35 | w2 175
hoD73 10 | 25| 0 | 47 | o1 |86 33 | 98] o4
hCDT3 CO73 4G N T025] 25 | 0655| 104 ] 15 | 336 | 159 | 813 | 3.
hCD73 CD734gG1.1 105 25 ,25 | 129 | 06 | 355 | 54 | 883 | 232
D73 CO7341gG11 T | 25 | 25 | 47| 05 | 343 | 39 | 100,0] 00
hCD73 CD73.4-gG1.1 12 25 5 16| 04 [ 249 ] 85 | 650 | 325
hCD73 CD73.4-igG1.1 14 25 10 | 81 | 40 | 330 | 169 | 842 | 317
N-hCD73 CD73.4-hybrid 11 5 25 67 | 03 | 139 | 70 [ 1000] 00
NNCD73 | CO7341gG 111 11 | 5 | 25| 65| 04 | 74 | 32 | 1000] 09
CD73.4-nybrid 1 | o | 5 | 54|02 |157]57 |9 o
CD73.41gG1.1 0:1 0 9 53 | 04 | 136 | 79 |1000] 00
D73 | CO734lgeecates | 11 | 25 | 25 | 37| 24 | 316 | 114 | 193 | 122
hCD73 | CD73.4-1gC2-C2198-1gC1 Af| 1:1 25 25 | 321 08 | 08| 38 | 175 ] 114
hCDT3 CD73 419G 11l 11 | 25| 25 | 156 12 | 327 | &0 | 1000] 00
hOD73 | CD7a101gG2.C7198 | 14 | 25 | 25 | 39| 12 | 267 | 44 | %3 | 53
D73 | CD73A0Igecsi14 | 14 | 25 | 25 | 56| 23 | 3041 ] 88 | B9 | o
hCDT3 CO73.10:1g51 1 1| 25 | 25 | 135 12 | 316 | 120 | 82| 215
hCDT3 10 | 25| 0 | 42 | 08 | 244 | 128 [ 1] 07
hCD73 CD73.4-1gG2-C2198-1gG1.1f| 1:1 5 5 B3| 38 | B2| 139 67 | 44
hCD73 | CD73.4-1gG2-C2198-1gG1.1f| 1:1 1 1 25| 32 | 329| 29 | 607|275

* Las concentraciones molares se definen como monémero N-hCD73, monémero 11F11-Fab, dimero

hCD73-his y mAb (bivalente)
Fig. 298
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Fig. 328
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