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DESCRIPCION
Anticuerpos ANTI-GITR para diagnostico de cancer
Antecedentes

El receptor de TNF inducible por glucocorticoides (GITR, por sus siglas en inglés) es una glucoproteina transmembrana
de superficie celular de tipo | coestimuladora de linfocitos T expresada por linfocitos T efectores (Teff) activados y a
niveles bajos en linfocitos B, eosindfilos, basofilos y macréfagos (Nocentini et al., Adv Exp Med Biol 2009; 647:156-
73). GITR se expresa de manera constitutiva en linfocitos T reguladores (Treg). La sefializacion a través de GITR
potencia la activacion del receptor de linfocitos T de los linfocitos T y hace que los linfocitos Teff sean resistentes a la
supresion mediada por Treg (Stephens et al., J Immunol 2004; 173:5008-20). Se describe la determinacion de la
expresion de GITR en tejido tumoral o diversas lineas de células tumorales usando inmunohistoquimica, citometria de
flujo o analisis FACS (Padovani et al., Rev Soc Bras Med Trop 2013;46(3):288-292; Baltz, et al., The Faseb Journal
2007;21(10):2442-2454; Chang et al., Cancer 2010;116(24):5777-5788; Gasparoto et al., Cancer Immunol Immunother
2009;59(6):819-828). Las proteinas de unién a antigeno contra GITR y sus usos, p. €j., en el tratamiento de cancer,
se describen en los documentos WO 2015/031667, WO 2015/187835 y WO 2006/078911. Determinar la positividad
de GITR en el tejido tumoral puede brindar una oportunidad para dirigirse a los pacientes que tienen mas
probabilidades de beneficiarse (es decir, responder a) la inmunoterapia anti-GITR, asi como para monitorizar el estado
de los tumores GITR positivos y la eficacia de la inmunoterapia anti-GITR.

Sumario

En el presente documento se proporcionan anticuerpos de diagnostico anti-GITR y métodos para detectar la expresion
de la proteina GITR en muestras bioldgicas, tales como muestras de tejido tumoral. Tales métodos pueden ser Utiles
para, p. €j., identificar pacientes con cancer que puedan responder a la inmunoterapia anti-GITR y monitorizar el estado
de los tumores GITR positivos y la eficacia de la inmunoterapia anti-GITR.

Por consiguiente, en un aspecto, la presente invencién proporciona métodos para determinar el nivel de expresion del
receptor de TNF inducible por glucocorticoides (GITR) en linfocitos infiltrantes de tumores (TIL, por sus siglas en inglés)
y/o en células tumorales en una muestra de tejido, que comprende

(a) poner en contacto una muestra de tejido de un paciente con un anticuerpo o una porcion de unién a antigeno
del mismo, que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena pesada que comprenden las
secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2 y CDR3 de la
region variable de cadena ligera que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 8-
10, respectivamente, en donde el anticuerpo o la porcién de union a antigeno del mismo se une a GITR humano,

(b) detectar la union del anticuerpo a GITR en TIL y células tumorales de la muestra de tejido mediante
inmunohistoquimica; y, opcionalmente,

(c) terir la muestra de tejido con marcadores de TIL y/o células tumorales y/o con hematoxilina y eosina, para
identificar los TIL y/o las células tumorales que se identificaron como GITR positivos en la etapa (b).

En una realizacion de la presente invencion, los TIL son linfocitos T reguladores.
En otra realizacion de la presente invencion, la muestra de tejido es una muestra de tejido tumoral humano.

En una realizacién adicional de la presente invencion, el método se usa para identificar a un paciente con cancer que
probablemente responda a una inmunoterapia anti-GITR, en donde un nivel de proteina GITR por encima de un nivel
umbral en la muestra de tejido tumoral humano indica que el tumor es un tumor GITR positivo y que es probable que
o se predice que el paciente responda a la inmunoterapia anti-GITR.

En el presente documento se divulgan adicionalmente métodos para detectar GITR humano en una muestra bioldgica,
por ejemplo, una muestra de tejido humano (p. €j., muestra de tejido tumoral), que comprende poner en contacto la
muestra con un anticuerpo o con un fragmento de unién a antigeno del mismo, que comprende la CDR1, CDR2 y
CDR3 de la region variable de cadena pesada que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ
ID NO: 5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena ligera que comprenden las
secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 8-10, respectivamente, en donde el anticuerpo o fragmento
de union a antigeno del mismo se une de manera especifica a GITR humano y detecta la unién del anticuerpo a GITR
en la muestra.

También se divulgan en el presente documento métodos para determinar si un tumor de un paciente con cancer es
GITR positivo que comprenden:

(a) poner en contacto una muestra tumoral del paciente con un anticuerpo o una porcién de union a antigeno del
mismo, que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena pesada que comprenden las
secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2 y CDR3 de la
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region variable de cadena ligera que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 8-
10, respectivamente, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une de manera
especifica a GITR humano,

(b) detectar la unién del anticuerpo a GITR en la muestra 'y

(c) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en la muestra, en donde un nivel de proteina GITR por
encima de un nivel umbral indica que el tumor es GITR positivo.

También se proporcionan en el presente documento métodos para identificar a un paciente con cancer que
probablemente responda a una inmunoterapia anti-GITR que comprenden:

(a) poner en contacto una muestra tumoral del paciente con un anticuerpo o una porcién de union a antigeno del
mismo, que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena pesada que comprenden las
secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2 y CDR3 de la
region variable de cadena ligera que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 8-
10, respectivamente, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une de manera
especifica a GITR humano,

(b) detectar la unién del anticuerpo a GITR en la muestra tumoral,

(c) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en la muestra, en donde un nivel de proteina GITR por
encima de un nivel umbral indica que el tumor es un tumor GITR positivo y que es probable que o se predice que
el paciente responda a la inmunoterapia anti-GITR.

También se divulgan, en el presente documento, métodos para tratar a un paciente con cancer que comprenden:

(a) determinar si un tumor de un paciente con cancer es GITR positivo (i) poniendo en contacto una muestra tumoral
del paciente con un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo, que comprende la CDR1, CDR2 y
CDR3 de la region variable de cadena pesada que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las
SEQ ID NO: 5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena ligera que
comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 8-10, respectivamente, en donde el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une de manera especifica a GITR humano, (ii) detectando
la unién del anticuerpo a GITR en la muestra tumoral y (i) determinando el nivel de expresion de la proteina GITR
en la muestra, en donde un nivel de proteina GITR por encima de un nivel umbral indica que el tumor es GITR
positivo, y

(b) si se determina que el tumor es GITR positivo, administrando al paciente un agente que modula la sefializacion
de GITR. En determinadas realizaciones, el agente que modula la sefializacién de GITR es un anticuerpo anti-
GITR agonistico (es decir, agonista).

La presente invencién proporciona ademas métodos de monitorizaciéon de un tumor GITR positivo en un paciente con
cancer que comprende:

(a) detectar la expresion de la proteina GITR en el tumor GITR positivo en un primer punto temporal usando un
anticuerpo que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena pesada que comprenden las
secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2 y CDR3 de la
region variable de cadena ligera que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 8-
10, respectivamente, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une de manera
especifica a GITR humano,

(b) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en el primer punto temporal por inmunohistoquimica,

(c) detectar la expresion de la proteina GITR en el tumor en un segundo punto temporal usando el mismo anticuerpo
usado en la etapa (a),

(d) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en el tumor desde el segundo punto temporal por
inmunohistoquimica;

(e) comparar los niveles de expresion de la proteina GITR determinados en el primer y segundo punto temporal,
en donde un nivel mas alto en el primer punto temporal en relacién con el segundo punto temporal es indicativo de
regresion tumoral, una puntuacién mas baja en el primer punto temporal en relacién con el segundo punto temporal
es indicativa de progresion tumoral y un nivel relativamente sin cambios en el primer punto temporal en relacion
con el segundo punto temporal es indicativo de un tumor estable.

La presente invencién también proporciona métodos para monitorizar la eficacia de la inmunoterapia anti-GITR en un
paciente que tiene un tumor GITR positivo que comprende:

(a) detectar la expresion de la proteina GITR en el tumor GITR positivo en un primer punto temporal antes o
después de iniciar la inmunoterapia anti-GITR usando un anticuerpo que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de
la region variable de cadena pesada que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID
NO: 5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena ligera que comprenden las
secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 8-10, respectivamente, en donde el anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo se une de manera especifica a GITR humano,
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(b) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en el tumor desde el primer punto temporal por
inmunohistoquimica,

(c) detectar la expresion de la proteina GITR en el tumor GITR positivo en un segundo punto temporal después de
iniciar la inmunoterapia anti-GITR usando el mismo anticuerpo de la etapa (a),

(d) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en el tumor desde el segundo punto temporal por
inmunohistoquimica;

(e) comparar los niveles de expresion de la proteina GITR determinados en el primer y segundo punto temporal,
en donde un nivel mas alto en el primer punto temporal en relacién con el segundo punto temporal es indicativo de
inmunoterapia anti-GITR eficaz, una puntuaciéon mas baja en el primer punto temporal en relacién con el segundo
punto temporal es indicativa de inmunoterapia anti-GITR ineficaz y una puntuacién sin cambios en el primer punto
temporal en relacion con el segundo punto temporal es indicativa de que la inmunoterapia anti-GITR se esta
estabilizando. En determinadas realizaciones, la inmunoterapia anti-GITR comprende administrar al paciente una
cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-GITR o una porcion de unién a antigeno del mismo.

En determinadas realizaciones, la muestra tumoral utilizada en los métodos descritos en el presente documento es
una muestra tumoral fijada con formol y embebida en parafina. En determinadas realizaciones, la muestra tumoral es
una muestra de tejido tumoral congelado. En determinadas realizaciones, el nivel de expresion de GITR se determina
usando un sistema de puntuacion, p. €j., el sistema de puntuacion H, el sistema de puntuacion Allred, el sistema AQUA
o un sistema de puntuacion automatizado.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo usado en los métodos descritos en el presente documento comprende
regiones variables de cadena pesada y ligera que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ
ID NO: 11 y 12, respectivamente. En determinadas realizaciones, el anticuerpo usado en los métodos descritos en el
presente documento comprende cadenas pesadas y ligeras que comprenden las secuencias de aminoacidos
expuestas en las SEQ ID NO: 13 y 14, respectivamente. En determinadas realizaciones, la cadena pesada carece de
la lisina C-terminal. En determinadas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo 1gG1, IgG2, IgG3 o IgG4. En
determinadas realizaciones, el anticuerpo se une a GITR humano soluble con una Kp de 10 nM o menos, segun lo
evaluado por Biacore.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo humanizado humano o quimérico. En determinadas
realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico que comprende secuencias de regidon variable humana y
secuencias de region constante no humana, por ejemplo, una region constante de cadena ligera y pesada de ratén.
En determinadas realizaciones, la region Fc de ratdon es una region Fc de IgG2a de raton. En determinadas
realizaciones, el anticuerpo quimérico comprende secuencias de cadena pesada y ligera expuestas en las SEQ ID
NO: 15y 16, respectivamente. En determinadas realizaciones, la cadena pesada carece de la lisina C-terminal.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo usado en los métodos descritos en el presente documento comprende
un resto detectable, tal como un radiomarcador, marcador fluorescente, un marcador enzimatico, biotina, cromoéforo o
un marcador ECL.

La presente invencion también proporciona kits de diagndstico que comprenden un anticuerpo o una porcién de union
a antigeno del mismo, que comprende la CDR1, CDR2 y CDRS3 de la region variable de cadena pesada que
comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2 y
CDR3 de la region variable de cadena ligera que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ
ID NO: 8-10, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une de manera especifica a GITR
humano e instrucciones de uso. En determinadas realizaciones, el anticuerpo o la porcidon de unién a antigeno del
mismo, comprende las secuencias de la region variable de cadena pesada y ligera expuestas en las SEQ ID NO: 11
y 12, respectivamente. En determinadas realizaciones, el anticuerpo comprende las secuencias de cadena pesada y
ligera expuestas en las SEQ ID NO: 13 y 14, respectivamente. En determinadas realizaciones, el anticuerpo
comprende las secuencias de cadena pesada y ligera expuestas en las SEQ ID NO: 15 y 16, respectivamente. En
determinadas realizaciones, la cadena pesada carece de la lisina C-terminal.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 17) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 11)
de la region variable de cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 6G10. Se definen las regiones CDR1
(SEQ ID NO: 5), CDR2 (SEQ ID NO: 6) y CDRS3 (SEQ ID NO: 7) y se indican las derivaciones de la linea germinal
V,DyJ.

La figura 2 muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 18) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 12)
de la region variable de la cadena ligera kappa del anticuerpo monoclonal humano 6G10. Se definen las regiones
CDR1 (SEQ ID NO: 8), CDR2 (SEQ ID NO: 9) y CDR3 (SEQ ID NO: 10) y se indican las derivaciones de la linea
germinal Vy J.

La figura 3 muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de las regiones variables de la cadena pesada
de 6G10 (SEQ ID NO: 11) con las secuencias de aminoacidos de Vi 3-33, 3-10 y JH6 de la linea germinal humana.
La figura 4 muestra una alineacién de la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera (VK1)
de 6G10 (SEQ ID NO: 12) con las secuencias de aminoacidos de Vi L18 y JK2 de la linea germinal humana.
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La figura 5 muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 21) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 15)
de la cadena pesada del anticuerpo quimérico 6G10.

La figura 6 muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 22) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 16)
de la cadena ligera del anticuerpo quimérico 6G10.

La figura 7 muestra tincion de CD3, FoxP3 y GITR en secciones adyacentes fijadas con formol y embebidas con
parafina (FFPE, por sus siglas en inglés) de muestras de carcinoma de células escamosas de cuello de uUtero
mediante inmunohistoquimica usando el anticuerpo quimérico 6G10.

Descripcion detallada

En el presente documento se divulgan diversos métodos para detectar la expresion de GITR en muestras bioldgicas,
p. ej., muestras tumorales, usando anticuerpos de diagnéstico anti-GITR. Dichos anticuerpos pueden ser utiles para,
p. €j., monitorizar los niveles de proteina GITR en un sujeto; identificar las células especificas que son GITR positivas
en un tejido especifico, tal como un tejido tumoral (p. €j., identificando la presencia de GITR en linfocitos Treg y/o
células tumorales); la deteccion temprana de canceres; monitorizar e identificar de canceres existentes; y evaluar la
eficacia terapéutica de la inmunoterapia anti-GITR.

Definiciones

Para que la presente descripcion sea mas facilmente comprensible, se definen previamente determinadas
expresiones. Se exponen definiciones adicionales a lo largo de la descripcion detallada.

La expresion "receptor de TNF inducible por glucocorticoides" o "GITR" como se usa en el presente documento se
refiere a un receptor que es miembro de la superfamilia de receptores de TNF, que se une al ligando GITR (GITR-L).
GITR también se conoce como superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral, miembro 18 (TNFRSF18),
AITR y CD357. El término "GITR" incluye cualquier variante o isoforma de GITR que las células expresan de forma
natural. Por consiguiente, los anticuerpos descritos en el presente documento pueden reaccionar de forma cruzada
con GITR de especies distintas a la humana (p. ej. GITR de cinomolgus). Como alternativa, los anticuerpos pueden
ser especificos para GITR humano y pueden no mostrar ninguna reactividad cruzada con otras especies. GITR o
cualquier variante e isoforma del mismo, se pueden aislar de células o tejidos que los expresan de forma natural o
producir de manera recombinante usando técnicas bien conocidas en la técnica y/o las descritas en el presente
documento.

Se han identificado tres isoformas de GITR humano, todas los cuales comparten el mismo dominio extracelular, a
excepcion de su porcion C-terminal. La variante 1 (nimero de acceso NP_004186; SEQ ID NO: 1) consta de 241
aminoacidos y representa el transcrito mas largo. Contiene un segmento codificante adicional que conduce a un
cambio de marco, en comparacioén con la variante 2. La proteina resultante (isoforma 1) contiene un extremo C distinto
y mas corto, en comparacion con la isoforma 2. La variante 2 (nimero de acceso NP_683699; SEQ ID NO: 2) codifica
la proteina mas larga (isoforma 2), que consiste en 255 aminoacidos y es soluble. La variante 3 (niumero de acceso
NP_683700; SEQ ID NO: 3) contiene un segmento codificante adicional que conduce a un cambio de marco, en
comparacioén con la variante 2. La proteina resultante (isoforma 3) contiene un extremo C distinto y mas corto, en
comparacion con la isoforma 2 y consiste en 234 aminoacidos. Las secuencias de aminoacidos de las isoformas 1, 2
y 3 de GITR humano se exponen en las SEQ ID NO: 1, 2 y 3, respectivamente y el dominio extracelular de GITR
maduro tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 4.

El término "anticuerpo” como se usa en el presente documento incluye anticuerpos completos y cualquier fragmento
de unién a antigeno (es decir, la "porciones 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 unién a antigeno de las mismas. Cada cadena pesada
comprende una region variable de cadena pesada (abreviada en el presente documento como Vu) y una region
constante de cadena pesada. En determinados anticuerpos de origen natural, la region constante de cadena pesada
comprende tres dominios, CH1, CH2 y CH3. En determinados anticuerpos de origen natural, cada cadena ligera
comprende una region variable de cadena ligera (abreviada en el presente documento como V| ) y una region constante
de cadena ligera. La region constante de cadena ligera comprende 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, por sus siglas en
inglés). Cada Vy y V| esta compuesta por tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el extremo amino hasta el extremo
carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDRS3, 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 unioén de la inmunoglobulina a los tejidos o factores del hospedador, incluyendo diversas
células del sistema inmunitario (p. €j., células efectoras) y el primer componente (Clq) del sistema del complemento
clasico.

Los anticuerpos generalmente se unen de manera especifica a su antigeno afin con alta afinidad, reflejada por una
constante de disociacion (Kp) de 10 a 10-"" M o menos. Se considera que cualquier Kp mayor de aproximadamente
10* M generalmente indica union no especifica. Como se usa en el presente documento, un anticuerpo que "se une
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de manera especifica" a un antigeno se refiere a un anticuerpo que se une al antigeno y a antigenos sustancialmente
idénticos con alta afinidad, lo que significa que tiene una Kp de 107 M o menos, preferentemente 10 M o menos,
incluso mas preferentemente 5 x 10° M y lo mas preferentemente entre 108 My 10" M o menos, pero no se une con
alta afinidad a antigenos no relacionados.

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

La expresion "porcidon de union a 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 de manera especifica a un antigeno (p. €j.,
GITR humano). Dichos "fragmentos" tienen, por ejemplo, entre aproximadamente 8 y aproximadamente 1500
aminoacidos de longitud, de manera adecuada, entre aproximadamente 8 y aproximadamente 745 aminoacidos de
longitud, de manera adecuada, de aproximadamente 8 a aproximadamente 300, por ejemplo, de aproximadamente 8
a aproximadamente 200 aminoacidos o de aproximadamente 10 a aproximadamente 50 o 100 aminoacidos de
longitud. Se ha demostrado que la funcion de union 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 "porcién de union a
antigeno" de un anticuerpo, p. €j., un anticuerpo anti-GITR descrito en el presente documento, incluyen (i) un
fragmentos Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios Vi, Vi, CL y CH1; (ii) un fragmento F(ab')z,
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 V4 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 V4; y (vi) una region determinante de la complementariedad (CDR) aislada o (vii) una combinacion 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 Vu, estén codificados por genes separados, se pueden unir, usando métodos
recombinantes, mediante un enlazador sintético que les permite formarse como una sola cadena de proteina en la que
las regiones V| y Vy se emparejan para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de cadena sencilla (scFv);
véanse, p. €j., Bird et al. (1988) Science 242:423-426; y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883).
También se pretende que tales anticuerpos de cadena sencilla estén abarcados por la expresién "porcién de union a
antigeno" de un anticuerpo. Estos fragmentos de anticuerpo se obtienen usando técnicas convencionales conocidas
por aquellos expertos en la materia y se exploran para determinar su utilidad del mismo modo 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.

La expresion "anticuerpo monoclonal”, como se usa en el presente documento, ser refiere a un anticuerpo que muestra
una especificidad de unién y afinidad Unicas para un epitopo particular o una composicion de anticuerpos en la que
todos los anticuerpos muestran una especificidad de unién y afinidad Unicas para un epitopo particular. Por
consiguiente, la expresion "anticuerpo monoclonal humano" se refiere a un anticuerpo o composicion de anticuerpos
que muestra una especificidad de unién Unica y que tiene regiones constantes variables y opcionales derivadas de
secuencias de inmunoglobulinas de linea germinal humana. En una realizacién, los anticuerpos monoclonales
humanos estan producidos por un hibridoma que incluye un linfocito B obtenido a partir de un animal transgénico no
humano, p. €j., un ratén transgénico, que tiene un genoma que comprende un transgén de cadena pesada y un
transgén de cadena ligera humanas fusionados a una célula inmortalizada.

La expresion "anticuerpo humano recombinante”, como se usa en el presente documento, incluye todos los
anticuerpos humanos que se preparan, expresados, crean o aislan por medios recombinantes, tales como (a)
anticuerpos aislados de un animal (p. €j., un ratén) que es transgénico o transcromosomico para genes de
inmunoglobulina humana o un hibridoma preparado a partir del mismo, (b) anticuerpos aislados de una célula
hospedadora transformada para expresar el anticuerpo, p. €j., a partir de un transfectoma, (c) anticuerpos aislados de
una biblioteca de anticuerpos humanos recombinantes, combinatorios y (d) 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. Dichos anticuerpos humanos recombinantes comprenden
regiones variables y constantes que utilizan secuencias de inmunoglobulinas de linea germinal humana particulares
que estan codificadas por genes de linea germinal, pero incluyen reordenaciones y mutaciones posteriores que se
producen, por ejemplo, durante la maduracion del anticuerpo. Como es conoce en la técnica (véase, p. €j., Lonberg,
Nature Biotech 2005; 23:1117-25), la region variable contiene el dominio de unién a antigeno, que esta codificado por
diversos genes que se reordenan para formar un anticuerpo especifico para un antigeno extrafio. Ademas del
reordenamiento, la regién variable se puede modificar adicionalmente por multiples cambios de un solo aminoacido
(conocidos como mutacion o hipermutacion somatica) para incrementar la afinidad del anticuerpo al antigeno extrario.
La region constante cambiara en respuesta adicional a un antigeno (es decir, cambio de isotipo). Por consiguiente, las
moléculas de acidos nucleicos reordenadas y mutadas somaticamente que codifican los polipéptidos de
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inmunoglobulinas de cadena ligera y cadena pesada en respuesta a un antigeno pueden no tener identidad de
secuencia con las moléculas de acidos nucleicos originales, sino que seran sustancialmente idénticas o similares (es
decir, tienen al menos el 80 % de identidad).

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

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
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 inmunoglobulinas
humanas, mientras que algunos, la mayoria o todos los aminoacidos dentro de una o mas regiones CDR no cambian.
Son admisibles pequefias adiciones, eliminaciones, inserciones, sustituciones o modificaciones de aminoacidos
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 derivan de una especie (p. €j.,
regiones variables humanas) y las regiones constantes derivan de otra especie (p. €j., regiones constantes de raton),
tal como un anticuerpo en el que las regiones variables derivan de un anticuerpo de ratén y las regiones constantes
derivan de un anticuerpo humano. Las secuencias de region constante para diversas especies son conocidas en la
técnica y el experto podria obtenerlas facilmente para generar anticuerpos quiméricos. Un ejemplo de anticuerpo anti-
GITR quimérico comprende secuencias de region variable humana y secuencias de cadena constante de raton. Por
ejemplo, en una realizacién, un anticuerpo anti-GITR quimérico comprende las secuencias de cadena pesada y ligera
expuestas en las SEQ ID NO: 15 y 16, respectivamente. En determinadas realizaciones, la cadena pesada del
anticuerpo quimérico carece de la lisina C-terminal.

Un "anticuerpo aislado", como se usa en el presente documento, pretende hacer referencia a un anticuerpo que esta
sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen diferentes especificidades antigénicas (p. €j., un anticuerpo
aislado que se une de manera especifica a GITR esta sustancialmente libre de anticuerpos que se unen de manera
especifica a antigenos que no sean GITR). Un anticuerpo aislado que se une de manera especifica a un epitopo de
GITR puede, sin embargo, tener reactividad cruzada con otras proteinas GITR de diferentes especies.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "unién especifica", "unién selectiva”, "se une de manera
selectiva", y "se une de manera especifica”, se refieren a la union del anticuerpo a un epitopo en un antigeno
predeterminado. Generalmente, 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, p. €j., tecnologia de resonancia de plasmon superficial (SPR, por sus siglas en inglés) en
un instrumento BIACORE 2000 que usa el antigeno predeterminado, p. €j., GITR humano recombinante, como analito
y el anticuerpo como ligando.

El término "Kasoc' 0 " Kg", como se usa en el presente documento, pretende hacer referencia a la velocidad de
asociacion de una interaccion particular antigeno-anticuerpo, mientras que el término "kgis" 0 "K4", como se usa en el
presente documento, pretende hacer referencia a la velocidad de disociaciéon de una interaccion particular anticuerpo-
antigeno. El término "Kp", como se usa en el presente documento, pretende hacer referencia a la constante de
disociacion, que se obtiene de la relacion de Ky a K, (es decir, Ky/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 KD de un anticuerpo es mediante el uso de resonancia de plasmén superficial,
preferentemente usando un sistema de biosensor, tal como un sistema Biacore®.

Un "polipéptido" se refiere a una cadena que comprende al menos dos restos de aminoacidos consecutivamente
unidos, sin limite superior en la longitud de la cadena. Uno o mas restos de aminoacidos en la proteina pueden
contener una modificacién tal como, pero sin limitacién, glucosilacion, fosforilacion o formacion de enlaces disulfuro.
Una "proteina" puede comprender uno o mas polipéptidos.

"Inmunoterapia” se refiere al tratamiento de un sujeto afectado por o en riesgo de contraer o padecer una recurrencia
de, una enfermedad mediante un método que comprende inducir, potenciar, suprimir o modificar de otro modo una
respuesta inmunitaria. En este contexto, "inmunoterapia anti-GITR" se refiere al tratamiento de un sujeto afectado por
o en riesgo de contraer o padecer una recurrencia de, una enfermedad (p. ej., cancer) mediante un método que
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comprende inducir, potenciar, suprimir o modificar de otro modo una respuesta inmunitaria administrando un agente
(p. €j., un anticuerpo anti-GITR agonistico) que modula la sefalizacién de GITR y da como resultado, p. €j., la induccién
y/o potenciacion de la activacion de los linfocitos T (p. €j., aumento de la produccion de IL-2 y/o IFN-y por linfocitos T
y/o aumento de la proliferacion de linfocitos T), agotamiento de linfocitos T reguladores, etc.

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

Como se usa en el presente documento, "administrar" se refiere a la introduccién fisica de una composicién que
comprende un agente terapéutico a un sujeto, usando cualquiera de los diversos métodos y sistemas de suministro
conocidos por los expertos en la materia. Las vias de administracion preferidas para los anticuerpos descritos en el
presente documento incluyen intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, espinal u otras vias parenterales
de administracion, por ejemplo, mediante inyeccion o infusién. La expresion "administracion parenteral” como se usa
en el presente documento significa modos de administracion diferentes de la administracion enteral y topica,
normalmente, mediante inyeccion, e incluye, sin limitacion, inyeccién e infusion intravenosa, intraperitoneal,
intramuscular, intraarterial, intratecal, intralinfatica, intralesional, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica,
transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, epidural e
intraesternal, asi como electroporacion 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, oral, vaginal, rectal, sublingual o tépica. La administracién 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, "cancer" se refiere a un amplio grupo de enfermedades caracterizadas por
el crecimiento incontrolado de células anormales en el cuerpo. La division celular no regulada puede dar como
resultado la formacion de tumores o células malignas que invaden los tejidos vecinos y también pueden metastatizar
a partes distantes del cuerpo a través del sistema linfatico o del torrente sanguineo.

Como se usa en el presente documento, un "tumor" se refiere a una masa anormal de tejido que es el resultado de
una division celular excesiva que no esta controlada y es progresiva. Los tumores pueden ser benignos o malignos.

El término "paciente" incluye sujetos humanos y otros mamiferos que reciben tratamiento profilactico o terapéutico.

Como se usa en el presente documento, el término "sujeto” incluye cualquier animal humano o no humano. Por
ejemplo, los métodos y composiciones descritos en el presente documento se pueden usar para tratar un sujeto que
tiene cancer. La expresion "animal no humano" incluye todos los vertebrados, p. €j., mamiferos y no mamiferos, tales
como primates no humanos, ovejas, perros, vacas, pollos, anfibios, reptiles, efc. Diversos aspectos descritos en el
presente documento se describen con mas detalle en las siguientes subsecciones.

Como se usa en el presente documento, las formas en singular "un/una”, "uno/a", y "el/la" incluyen referentes en plural

a menos que el contexto indique claramente lo contrario. El uso de "o" o "y" significa "y/0" a menos que se indique lo

contrario. Ademas, el uso del término "que incluye", asi como otras formas, como "incluyen" "incluye", e "incluido" no
es limitante.

El término "aproximadamente”, como se usa en el presente documento, se refiere a un valor medible tal como una
cantidad, una duracién temporal y similares, abarca variaciones de hasta + 10 % del valor especificado. A menos que
se indique lo contrario, todos los nimeros que expresan cantidades de ingredientes, propiedades tales como peso
molecular, condiciones de reaccioén, puntuaciones en un sistema de puntuacién reconocido en la técnica, etc., usados
en el presente documento se entienden modificados por el término "aproximadamente".

La expresion "muestra de un sujeto” se refiere a células (p. €j., células tumorales, linfocitos T, linfocitos B u otras),
tejidos (p. €j., tumor), fluidos y/o combinacion de los mismos aislados de un sujeto.

La expresion "muestra de control" o "muestra de referencia" como se usa en el presente documento se refiere a
cualquier muestra de control o referencia clinicamente relevante, incluyendo, p. €j., una muestra de un sujeto sano o
una muestra preparada en un momento anterior del sujeto que se esta evaluando. Por ejemplo, una muestra de control
o muestra de referencia puede ser una muestra tomada de un sujeto antes del inicio del cancer, una etapa mas
temprana de la enfermedad o antes de la administracion del tratamiento.

Como se usa en el presente documento, "nivel umbral” o "nivel de corte" en el contexto de los niveles de expresién se
refiere a un nivel de expresion de proteina GITR por encima del cual una muestra del paciente (p. €j., una muestra de
tumor del paciente) se considera "GITR-positiva" y por debajo del cual la muestra se considera "GITR negativa". El
nivel umbral puede basarse en, p. €j., una 0 mas compilaciones de datos de muestras de pacientes "normales" (p. €j.,
una poblacién de pacientes que no tienen tumores GITR positivos) o de tejido normal correspondiente del paciente
que se esta evaluando. El nivel umbral puede colocarse en el marco de un sistema de puntuacién reconocido en la



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 810 856 T3

técnica (p. €j., el sistema de puntuacion H). Por ejemplo, en una realizacién, el tumor de un paciente con una
puntuacion H de 1 en el tejido normal correspondiente se consideraria GITR positivo si la puntuacion H del tumor es
mayor que 1. Un nivel de deteccion de umbral puede ser el nivel de deteccion mas bajo usando un método de deteccién
dado. Por ejemplo, un nivel umbral puede ser el nivel por debajo del cual no se puede detectar GITR usando
inmunohistoquimica, p. €j., usando un método de inmunohistoquimica descrito en el presente documento.

Anticuerpos de diagnoéstico anti-GITR

En el presente documento se proporcionan anticuerpos de diagndstico anti-GITR que son utiles para detectar la
expresion de la proteina GITR en tejido humano, p. €j., tejido tumoral. Dichos anticuerpos son utiles, p. €j., para
identificar/seleccionar sujetos que probablemente se beneficien (es decir, respondan al) del tratamiento con
inmunoterapia anti-GITR, monitorizar la progresién de un tumor GITR positivo y/o monitorizar la eficacia de la
inmunoterapia anti-GITR.

Por consiguiente, en determinadas realizaciones, un anticuerpo de diagnodstico anti-GITR util para detectar la expresion
de la proteina GITR en muestras de tejido, p. €j., muestras de tejido tumoral humano, comprende las secuencias CDR
de la region variable de cadena pesada y ligera, secuencias de la regidon variable de cadena pesada y ligera o
secuencias de cadena pesada y ligera de longitud completa del anticuerpo 6G10 (un anticuerpo anti-GITR
completamente humano). En la Tabla 2 se proporciona un sumario de las secuencias relevantes para 6G10.

El anticuerpo anti-GITR usado en los métodos de la presente invencion tiene las secuencias de la CDR1, CDR2 y
CDRS de la region variable de cadena pesada expuestas en las SEQ ID NO: 5-7 y las secuencias de la CDR1, CDR2
y CDR3 de la region variable de cadena ligera expuestas en las SEQ ID NO: 8-10, y se une de manera especifica a
GITR humano.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-GITR tiene la secuencia de la region variable de cadena pesada expuesta
en la SEQ ID NO: 11, y la secuencia de la region variable de cadena ligera expuesta en la SEQ ID NO: 12.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-GITR tiene secuencias de cadena pesada y cadena ligera expuestas en
las SEQ ID NO: 13 y 14, respectivamente. En determinadas realizaciones, la cadena pesada carece de la lisina C-
terminal.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-GITR es un anticuerpo 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4 o una variante de los
mismos. En otras realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo IgA IgD, IgE o IgM.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-GITR es un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado o un
anticuerpo quimérico.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-GITR se une a GITR soluble con una K, de 10 nM o menos como se
determina por Biacore.

En determinadas realizaciones, El anticuerpo anti-GITR es un anticuerpo quimérico. En una realizacion, el anticuerpo
anti-GITR tiene las secuencias de la region variable de cadena pesada y ligera del anticuerpo 6G10 (SEQ ID NO: 11
y 12, respectivamente), y las regiones constantes de una especie no humana, p. €j., una region constante de IgG2a
de raton (SEQ ID NO: 25). Dichos anticuerpos quiméricos 6G10 son utiles para, p. €j., reducir la tincion de fondo en
inmunohistoquimica al detectar la expresion de la proteina GITR en el tejido humano. Por consiguiente, en una
realizacion, el anticuerpo de diagnostico anti-GITR es un anticuerpo quimérico que comprende las secuencias de
cadena pesada y ligera expuestas en las SEQ ID NO: 15 y 16, respectivamente. En determinadas realizaciones, la
cadena pesada del anticuerpo quimérico carece de la lisina C-terminal.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos de diagnodstico anti-GITR descritos en el presente documento
comprenden un resto detectable para facilitar la deteccion de la expresion de GITR en, por ejemplo, muestras
tumorales mediante, p. €j., inmunohistoquimica, tal como se describe infra. Los restos de deteccion a modo de ejemplo
incluyen marcadores luminiscentes, marcadores fluorescentes, radiomarcadores (p. €j. *°Tc, 45Ti, '*2In, ""In, 3H, 121,
125] 131] 14C 18F 36C| 55Co, 58Co, 5'Cr, 67Cu, 4Cu, %6Ga, %Ga, 78Br, 89Zr, 35S, 32P, 90y, 13N 150, 211At, 186Re, 188Re,
75Se), y marcadores enzimaticos (p. ej., peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa, ureasa,
acetilcolina transferasa, luciferasa y beta-galactosidasa), etiquetas de epitopos, marcadores de cromoforos,
marcadores fosforescentes, moléculas de fotoafinidad, marcadores de ECL, colorantes, biotina, haptenos, y similares.
Dichos marcadores son bien conocidos en la técnica y se pueden fijar a los anticuerpos anti-GITR usando métodos
reconocidos en la técnica. Preferentemente, la fijacion del marcador detectable no interfiere significativamente con la
union del anticuerpo a GITR. El medio de deteccion se determina por el marcador elegido. Se puede conseguir la
aparicion del marcador o de sus productos de reaccion a simple vista, en el caso en el que el marcador esta en forma
de particulas y se acumula a niveles adecuados o usando instrumentos tales como un espectrofotdémetro, un
luminémetro, un fluorimetro, y similares, todo de acuerdo con la practica convencional.

Preferentemente, los métodos de conjugacion de los marcadores dan como resultado enlaces que son
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sustancialmente (o casi) no inmunogénicos, p. €j., 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, et al., Curr Opin Chem Biol 2009;13 235-44; documentos WO 2009/059278; WO
95/17886).

Dependiendo de la naturaleza bioquimica del resto y del anticuerpo, se pueden emplear diferentes estrategias de
conjugacion. En el caso en el que el resto es 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, que pueden seguirse facilmente por el experto (véase, p. €j., Hackenberger et al., Angew Chem Int Ed Engl
2008;47:10030-74). En una realizacion se usa la reaccion de un resto maleinimido con un resto de cisteina dentro del
anticuerpo o del resto. Esto es una quimica de acoplamiento especialmente adecuada en caso de que se use, p. €j.,
un fragmento Fab o Fab' de un anticuerpo. Alternativamente en una realizacion se realiza el acoplamiento al extremo
C-terminal del anticuerpo o del resto. La modificacion C-terminal de una proteina, p. €j., de un fragmento Fab, p. €j.,
se puede realizar como se describe (Sunbul et al. org Biomol Chem 2009; 7:3361-71.

En general, la reaccion especifica de 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 rara puede convertirse
enzimaticamente en un aldehido (véase Frese et al. Chem-BioChem 2009; 10:425-7). También es posible obtener una
modificacion de aminoacidos deseada usando la reactividad enzimatica especifica de determinadas enzimas con un
aminoacido natural en un contexto de secuencia dado (véase, p. €j., Taki et al., Prot Eng Des Sel 2004; 17:119-26;
Gautier et al. Chem Biol 2008;15:128-36; Bordusa et al., 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 et al., Angew Chem Int Ed Eng1 2009; 48:9658-
62) puede usarse para conseguir un acoplamiento covalente especifico de sitio.

La unién quimica natural también puede depender de los restos de cisteina C-terminal (Taylor et al., Nucleic Acids and
Molecular Biology 2009; 22:65-96). El documento EP 1 074 563 describe un método de conjugacion que se basa en
la reacciéon mas rapida de una cisteina dentro de un tramo de aminoacidos negativamente cargados con 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, los aminoacidos con reactividad quimica ortogonal pueden incorporarse durante dicha sintesis (véase,
p. €j., de Graaf et al., Bioconjug Chem 2009;20:1281-95). Debido a que esta en juego y 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.

En algunas realizaciones, el marcador detectable se conjuga indirectamente con el anticuerpo. Por ejemplo, el
anticuerpo puede conjugarse con biotina y el marcador puede conjugarse con avidina usando métodos bien conocidos
en la técnica. En otra realizacién, un anticuerpo no marcado se detecta usando un anticuerpo marcado que se une al
anticuerpo no marcado. En determinadas realizaciones, el anticuerpo marcado que se usa para la deteccion esta
marcado con cualquiera de los marcadores expuestos anteriormente. En determinadas realizaciones, el marcado y la
deteccion se realizan como se describe en los Ejemplos, p. €j., usando el sistema de deteccion Bond Polymer Refine
de Leica (Leica, Buffalo Grove, IL, Catalogo DS9800).

Métodos de produccion

Los anticuerpos de diagndstico anti-GITR descritos en el presente documento pueden producirse usando técnicas
reconocidas en la técnica. En determinadas realizaciones, el anticuerpo puede purificarse a partir de un hibridoma que
produce el anticuerpo (p. €j., el anticuerpo 6G10). Por ejemplo, se puede cultivar un hibridoma que produce el
anticuerpo en matraces giratorios de dos litros para la purificaciéon de anticuerpos monoclonales. Los sobrenadantes
se pueden filtrar y concentrar antes de la cromatografia por afinidad con proteina A-sepharose (Pharmacia,
Piscataway, N.J.). La IgG eluida se puede examinar mediante electroforesis en gel y cromatografia de liquidos de alta
resolucion para asegurar la pureza. La solucion tampén se puede intercambiar en PBS y la concentracion se puede
determinar por DO280 usando el coeficiente de extincion 1,43.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos descritos en el presente documento pueden producirse de manera
recombinante. Por ejemplo, pueden insertarse los ADN que codifican cadenas ligeras y pesadas parciales o de longitud
completa en vectores de expresidon, de modo que los genes se unen operativamente a secuencias de control
transcripcional y traduccional. En este contexto, la expresion "unido operativamente" pretende significar que un gen
de anticuerpo se une en un vector de modo que las secuencias de control transcripcional y traduccional dentro del
vector cumplen con su funcion prevista de regular la transcripcion y traduccion del gen del anticuerpo. E vector de
expresion y las secuencias de control de la expresion se eligen para que sean compatibles con la célula de expresion
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hospedadora utilizada. El gen de la cadena ligera de anticuerpo y el gen de la cadena pesada de anticuerpo se pueden
insertar en vectores separados o ambos genes se insertan en el mismo vector de expresion. Los genes de anticuerpos
se pueden insertar en el(los) vector(es) de expresiéon mediante métodos convencionales (p. €j., union de sitios de
restriccion complementarios en el fragmento de gen de anticuerpo y en el vector o unién de extremos romos si no hay
sitios de restriccion). Las regiones variables de cadena ligera y pesada de los anticuerpos descritos en el presente
documento se pueden usar para crear genes de anticuerpos de longitud completa de cualquier isotipo de anticuerpo
insertandolos en los vectores de expresion que ya codifican regiones constantes de cadena pesada y de 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 de los genes de cadenas de anticuerpos, los vectores de expresion recombinantes pueden portan secuencias
reguladoras que controlan la expresion de los genes de cadenas de anticuerpos en una célula hospedadora. La
expresion "secuencia reguladora" pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos de control de la
expresion (p. ej., sefiales de poliadenilacion) que controlan la transcripcion o la traduccion de los genes de cadenas
de anticuerpos. 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, puede depender de tales factores
como la eleccién 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 Simio 40 (SV40), (p. &j., el promotor tardio principal de adenovirus (AdMLP,
por sus siglas en inglés)) y polioma. Como alternativa, se pueden usar secuencias reguladoras no viricas, tales como
el promotor de ubiquitina o promotor de 3-globina. Mas aun, los elementos reguladores compuestos de secuencias de
diferentes fuentes, tales como el sistema promotor SRa, que contiene secuencias del promotor temprano de SV40 y
la repeticion terminal larga del virus de leucemia de linfocitos T humano tipo 1 (Takebe et al., MCB 1988;8:466-72).

Ademas de los genes de cadenas de anticuerpos 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 (p. €j. origenes de replicacién) y genes marcadores seleccionables. EI gen marcador
seleccionable facilita la seleccion de células hospedadoras en las que se ha introducido el vector (véase, p. €j., las
Patentes de Estados Unidos n.° 4.399.216, 4.634.665 y 5.179.017). 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 seleccién/amplificacion en metotrexato) y el gen
neo (para seleccion de G418).

Para la expresion de las cadenas ligeras y pesadas, el o los vectores de expresion que codifican las cadenas pesadas
y ligeras se transfectan en una célula hospedadora mediante técnicas convencionales. Se pretende que las diversas
formas del término "transfeccién" abarquen una amplia variedad de técnicas cominmente usadas para la introduccion
de ADN exogeno en una célula hospedadora procariota o eucariota, p. €j., 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 en células hospedadoras de mamifero, es la mas preferida debido a
que tales células eucariotas, y en particular las células de mamifero, son mas propensas que las células procariotas a
ensamblar y secretar un anticuerpo adecuadamente plegado e inmunitariamente activo. Se ha informado que la
expresion procariota de genes de anticuerpos es ineficaz para la produccion de altos rendimientos de anticuerpos
activos (Boss et al., Immunology Today 1985;6:12-13).

Las células hospedadoras de mamifero 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, PNAS 19809;77:4216-220, usadas con un marcador DHFR seleccionable, p. ej., como se describe
en Kaufman et al., Mol Biol 1982; 159:601-21, 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
divulgado en los documentos WO 87/04462, WO 89/01036 y EP 338.841. Cuando se introducen vectores de expresion
recombinantes que codifican genes de anticuerpos en células hospedadoras de mamifero, los anticuerpos se producen
cultivando las células hospedadoras durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la expresion del anticuerpo
en las células hospedadoras o, mas preferentemente, la secrecién del anticuerpo en el medio de cultivo en el que se
cultivan las células hospedadoras. Los anticuerpos se pueden recuperar del medio de cultivo usando métodos de
purificacién de proteinas convencionales.

Los anticuerpos quiméricos anti-GITR descritos en el presente documento se pueden preparar basandose en la
secuencia de un anticuerpo monoclonal humano preparado como se describe anteriormente. Por ejemplo, en una
realizacion, el ADN que codifica las regiones variables pesadas y ligeras humanas del anticuerpo 6G10 puede unirse
operativamente a una regién constante no humana (p. ej., una regién constante murina) usando tecnologia
recombinante habitual.
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Métodos de deteccion de GITR humano en células

En el presente documento se proporcionan métodos para detectar la expresion de la proteina GITR en una muestra
bioldgica, p. €j., una muestra de tejido tumoral humano, poniendo en contacto la muestra con un anticuerpo anti-GITR,
p. €j., descrito en el presente documento, tal como un anticuerpo anti-GITR que comprende las secuencias CDR de la
region variable de cadena pesada y ligera expuestas en las SEQ ID NO: 5-7 y 8-10, respectivamente, las secuencias
de region variable de cadena pesada y ligera expuestas en las SEQ ID NO: 11 y 12, respectivamente o las secuencias
de cadena pesada vy ligera de longitud completa del anticuerpo 6G10 (un anticuerpo anti-GITR completamente
humano) expuestas en las SEQ ID NO: 13 y 14, respectivamente, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo se une de manera especifica a GITR humano y detecta la uniéon del anticuerpo a GITR en la
muestra, p. ej., mediante inmunohistoquimica. En determinadas realizaciones, la cadena pesada carece de la lisina
C-terminal. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-GITR es un anticuerpo quimérico que comprende las regiones
variables del anticuerpo 6G10, pero regiones constantes no humanas (p. €j., regiones constantes de ratén), p. gj., un
anticuerpo 6G10 quimérico que comprende las secuencias de cadena pesada y ligera expuestas en las SEQ ID NO:
15 y 16, respectivamente. En determinadas realizaciones, la cadena pesada del anticuerpo quimérico carece de la
lisina C-terminal.

En determinadas realizaciones, las muestras biolégicas a modo de ejemplo incluyen muestras de sangre, muestras
de suero, células, tejido resecado quirurgicamente y tejido biopsiado (p. €j. tejido canceroso) obtenidos del paciente
con cancer. Las muestras bioldgicas para su uso en los métodos descritos en el presente documento pueden ser
naturales, congeladas o fijadas. Las muestras bioldgicas, p. €j., muestras de tumor, se puede obtener del paciente
usando métodos habituales, tal como, pero sin limitacién, biopsia, reseccién quirdrgica o aspiracion.

Los métodos usados para detectar la expresion de GITR en tejido humano, p. ej., tejido tumoral, pueden ser
cualitativos, semicuantitativos o cuantitativos. Los métodos basados en anticuerpos reconocidos en la técnica para
detectar niveles de proteina GITR en muestras biolégicas incluyen, pero sin limitacion, ensayo de inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayos, ensayos de electroquimioluminiscencia (ECL, por sus siglas en
inglés), resonancia del plasmon superficial, transferencia Western, inmunoprecipitacion, clasificacion celular activada
por fluorescencia (FACS, por sus siglas en inglés), inmunofluorescencia, inmunohistoquimica, y similares. Los
métodos para detectar la expresion de GITR en una muestra bioldgica pueden incluir muestras de control (controles
negativos y positivos). Por ejemplo, una muestra de control negativo puede ser una muestra que no contiene proteina
GITR y una muestra de control positivo es una muestra que contiene proteina GITR. La comparacién de los resultados
con los controles negativos y positivos puede confirmar la presencia o ausencia de GITR en la muestra biolégica.

La expresion de GITR en una muestra de tejido tumoral se puede evaluar por inmunohistoquimica. Esta técnica permite
la deteccion de GITR en tipos celulares especificos, p. €j., linfocitos Treg, p. €j., linfocitos Treg dentro de un tumor y
células tumorales.

Los métodos inmunohistoquimicos generales son bien conocidos en la técnica. Las condiciones especificas, las
consideraciones y las directrices para realizar inmunohistoquimica se describen en, p. €j., Immunohistochemical
Staining Methods 6th Edition 2013, Taylor CR, Rudbeck L, eds., Dako North America, disponible como una Guia
Educativa en www.dako.com; "Immunohistochemical Staining Method guide"). La tincion inmunohistoquimica puede
realizarse en secciones de tejido fijadas o en secciones de tejido congeladas. Cuando se usan secciones de tejido
fijadas, p. €j., secciones de tejido fijadas con formol embebidas en parafina (FFPE), el procedimiento generalmente
implica las siguientes etapas: obtener una muestra de tejido tumoral (p. €j., mediante biopsia), fijacién de la muestra
tumoral; imbibicion (p. ej., en parafina); seccionamiento y montaje; recuperacion de antigenos; incubaciéon con un
anticuerpo primario (p. €j., anticuerpo quimérico 6G10 descrito en el presente documento), deteccion (p. €j., después
de la amplificacion de la sefal del complejo antigeno/anticuerpo) e interpretacion por un patélogo (p. €j., usando un
sistema de puntuacién reconocido en la técnica).

Fijadores adecuados y no limitantes incluyen, por ejemplo, paraformaldehido, glutaraldehido, formaldehido, acido
acético, acetona, tetradxido de osmio, acido cromico, cloruro de mercurio, acido picrico, alcoholes (p. €j., metanol,
etanol), fluido de Gendre, fluido de Rossman, fijador B5, fluido de Bouin, fijador de Carnoy y metacarn. En una
realizacion preferida, la muestra tumoral se fija en formaldehido (p. €j., formol tamponado al 10 %, que corresponde a
formaldehido al 4 % en una solucion tamponada). Una vez fijada, la muestra tumoral se deshidrata en serie usando
alcohol o xileno, se embebe en parafina y se corta con un microtomo para generar secciones de tejido tumoral (p. €j.,
con un grosor de aproximadamente 4-5 pm), que después se pueden montar en portaobjetos de microscopio (p. €j.,
portaobjetos de vidrio recubiertos con adhesivo).

Los materiales de imbibicion a modo de ejemplo incluyen parafina, celoidina, compuesto OCT™, agar, plasticos o
acrilicos. En una realizacion preferida, el agente de imbibicion es parafina.

La recuperacion de antigenos se puede realizar usando cualquier método conocido en la técnica. El tratamiento de
recuperacion de antigeno puede incluir calor (p. €j., recuperacion de epitopos inducida por calor (HIER, por sus siglas
en inglés), como se describe en el Ejemplo 3) o degradacion enzimatica (recuperacion de epitopos inducida por
proteoliticos (PIER, por sus siglas en inglés)). Métodos de recuperacion de antigenos a modo de ejemplo incluyen
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calentamiento por microondas, tratamiento proteolitico (p. €j., con proteinasa K), calentamiento por olla a presion y
calentamiento por bafio de agua. Se describen métodos generales detallados para la recuperacion de antigenos en el
Capitulo 3 de la guia Immunohistochemical Staining Method. En determinadas realizaciones, HIER realiza la
recuperacion de antigenos en combinacion con tampones de recuperacion de antigenos disponibles comercialmente
(como se describe en el Ejemplo 3).

Los métodos descritos en el presente documento emplean anticuerpos anti-GITR para detectar los niveles de
expresion de la proteina GITR humana. El anticuerpo de diagnéstico anti-GITR usado en los métodos de la presente
invencion comprende las secuencias CDR de la region variable de cadena pesada y ligera expuestas en las SEQ ID
NO: 5-7 y 8-10, respectivamente. En determinadas realizaciones, el anticuerpo de diagndstico anti-GITR comprende
las secuencias de region variable de cadena pesada y ligera expuestas en las SEQ ID NO: 11 y 12, respectivamente
o las secuencias de cadena pesada y ligera de longitud completa del anticuerpo 6G10 (un anticuerpo anti-GITR
completamente humano) expuestas en las SEQ ID NO: 13 y 14, respectivamente, en donde el anticuerpo o fragmento
de unién a antigeno del mismo se une de manera especifica a GITR humano, como se describe supra. En
determinadas realizaciones, la cadena pesada carece de la lisina C-terminal. En algunas realizaciones, el anticuerpo
anti-GITR es un anticuerpo quimérico que comprende las regiones variables del anticuerpo 6G10, pero regiones
constantes no humanas (p. €j., regiones constantes de ratén), p. ej., un anticuerpo 6G10 quimérico que comprende
las secuencias de cadena pesada y ligera expuestas en las SEQ ID NO: 15y 16, respectivamente. En determinadas
realizaciones, la cadena pesada del anticuerpo quimérico carece de la lisina C-terminal. Tales anticuerpos son
particularmente Utiles para detectar la expresion de GITR en secciones de tejido tumoral (véase, p. €j., Ejemplo 3).

La expresion de proteina GITR en muestras de tejido, p. €j., tumor, se pueden detectar usando métodos directos o
indirectos. Por ejemplo, el anticuerpo primario puede comprender un resto detectable, tal como la enzima peroxidasa
de rabano picante (HRP) o un marcador fluorescente (p. ej., FITC, TRITC), tal como se describe en el presente
documento. En determinadas realizaciones, el anticuerpo primario en si mismo no comprende un resto detectable,
pero se detecta mediante la unién de un anticuerpo secundario al mismo, para inmunohistoquimica indirecta. Por
consiguiente, en determinadas realizaciones, el anticuerpo secundario comprende un marcador detectable, p. €j., un
marcador enzimatico, cromogénico o fluorescente. En determinadas realizaciones, el anticuerpo primario es un
anticuerpo quimérico que comprende secuencias de region variable humana y una regién Fc no humana. Se puede
usar un anticuerpo secundario para reconocer la region Fc no humana del anticuerpo primario para reducir la tincién
de fondo.

En algunas realizaciones, la expresion de la proteina GITR se puede detectar usando el método del complejo avidina-
biotina (método ABC). En estas realizaciones, el anticuerpo secundario esta biotinilado y puede servir como puente
entre el anticuerpo primario y el complejo biotina-avidina-peroxidasa. Otros métodos no limitantes adecuados para la
inmunohistoquimica incluyen los descritos en el Capitulo 6 de la guia Immunohistochemical Staining Method, p. €.,
los métodos descritos en Chilosi et al., Biotech Histochem 1994;69:235; Sabattini et al., J Clin Pathol 1998;51:506-11;
y Gross et al., JBC 1959;234:1622.

Los métodos generales para preparar y tefiir secciones de tejido congelado son bien conocidos en la técnica, y se
describen en, p. €j., la guia Immunohistochemical Staining Method, Capitulo 3 de Immunohistochemistry and Methods
(Buchwalow y Bocker, Springer-Verlag Berlin Heidelberg 2010), y Capitulo 21 de Theory and Practice of Histological
Techniques (Bancroft y Gamble, 62 edicion, Elsevier Ltd., 2008). La tincién de la seccion de tejido congelado se puede
realizar como se describe en el Ejemplo 3.

La proteina GITR se puede detectar como se describe en los Ejemplos.

En algunas realizaciones, los portaobjetos tefiidos con los anticuerpos anti-GITR descritos en el presente documento
se pueden contratefiir con, p. €j., hematoxilina y/o eosina, usando métodos bien conocidos en la técnica.

En la etapa de interpretacion, la expresion de la proteina GITR detectada por inmunohistoquimica se puede puntuar
usando métodos de puntuacion reconocidos en la técnica. A continuacion, se describen ejemplos no limitantes de
métodos de puntuacion.

Por ejemplo, en determinadas realizaciones, la expresion de GITR se evalla usando el sistema de puntuacién H
(puntuacién histoquimica), que se usa ampliamente en la técnica y es util dado su intervalo dinamico y el uso de
percentiles ponderados. La puntuacién H es un sistema de puntuacion semicuantitativo basado en la férmula: 3 x
porcentaje de células fuertemente tefiidas (tincion 3+) + 2 x porcentaje de células moderadamente tefiidas (tincion 2+)
+ 1 x porcentaje de células débilmente tefidas (tincién 1+) + 0 x porcentaje de células no tefiidas (tincion 0) células,
dando un intervalo de puntuacion de 0 a 300. Véanse, p. €j., McCarty et al., Cancer Res 1986;46:4244-8; Bosman et
al., J Clin Pathol 1992;45:120-4; Dieset et al., Analyt Quant Cytol Histol 1996;18:351-4. El tejido de control puede
incluir, p. €j., tejido no tumoral correspondiente del mismo sujeto. Por consiguiente, en determinadas realizaciones, el
numero de células que se tifien positivamente para GITR usando los anticuerpos anti-GITR en el presente documento,
y la intensidad de la tincién, se puede usar para determinar una puntuacion H.

En otras realizaciones, la expresion de GITR se evalla usando el sistema de puntuacion Allred (Allred et al., Mod
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Pathol 1998;11:155-68; Harvey et al., J Clin Oncol 1999;17:1474-91). Este sistema de puntuacion implica afadir
puntuaciones de proporcion e intensidad para obtener una puntuacion total. Por consiguiente, en algunas
realizaciones, la puntuacion de proporcién se obtiene basandose en la proporcién estimada de células tumorales que
son GITR positivas (0: ninguna, 1: <1/100,2: 1/100 a 1/10, 3: 1/10 a 1/3; 4: 1/3 a 2/3; y 5: > 2/3), y la puntuacion de
intensidad se obtiene basandose en la intensidad media de la expresion de GITR en células tumorales positivas (0:
ninguna, 1: débil, 2: intermedia, 3: fuerte). Por lo tanto, las puntuaciones Alired varian de 0 a 8, con una puntuacion
que varia de 3 a 8 considerada positiva (es decir, deteccion positiva). Por consiguiente, en determinadas realizaciones,
los tumores con una puntuacién Allred de 3 a 8, por ejemplo, una puntuacion Allred de 3, 4, 5, 6, 7 u 8, para la tincion
con GITR se consideran tumores GITR positivos.

En ofras realizaciones, el sistema de puntuacion esta automatizado, p. €j., informatizado y cuantificado por analisis de
imagen. Los métodos automatizados son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, una puntuacion promedio de la
medida del umbral (ATM, por sus siglas en inglés), que obtiene un promedio de 255 niveles de intensidad de tincion,
se puede calcular como se describe en, p. €j., Choudhury et al., J Histochem Cytochem 2010;58:95-107, Rizzardi et
al., Diagnostic Pathology 2012; 7:42-52. Otro sistema de puntuacién automatizado es AQUA® (analisis cuantitativo
automatizado), que se realiza usando, p. €j., micromatrices de tejidos (TMA, por sus siglas en inglés), sobre una escala
continua. AQUA® es un hibrido de inmunohistoquimica convencional y citometria de flujo que proporciona una
puntuacién numérica objetiva que va de 1-255 e implica la recuperacion de antigenos, el uso de anticuerpos primarios
y secundarios y la deteccion fluorescente multiplexada. Los puntos de corte 6ptimos se pueden determinar como se
describe en Camp et al. Clin Cancer Res 2004; 10:7252-9. El sistema de puntuacion AQUA® se describe en detalle
en Camp et al.,, Nat Med 2002;8:1323-7; Camp et al., Cancer Res 2003;63:1445-8; Ghosh et al., Hum Pathol
2008;39:1835-43; Bose et al., BMC Cancer 2012; 12:332; Mascaux et al., Clin Cancer Res 2011; 17:7796-807. Otras
plataformas de inmunohistoquimica automatizadas adecuadas incluyen plataformas disponibles comercialmente, tal
como la plataforma de tincion BOND RX de Leica. La plataforma detecta la expresion de GITR en el tejido tumoral en
funcién de la intensidad de tincién en la siguiente escala: minima, < 1 células por campo de objetivo de 20x; leve, 1 ~
<10 células por campo de objetivo de 20x; moderada, 10 ~ < 50 células por campo de objetivo de 20x, acentuada, 50
~ < 200 células por objetivo de 20x; e intensa, > 200 células por campo de objetivo de 20x.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona métodos para determinar el nivel de expresion del receptor de
TNF inducible por glucocorticoides (GITR) en linfocitos infiltrantes de tumores (TIL, por sus siglas en inglés) y/o en
células tumorales en una muestra de tejido, que comprende

(a) poner en contacto una muestra de tejido de un paciente con un anticuerpo o una porcion de unién a antigeno
del mismo, que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena pesada que comprenden las
secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2 y CDR3 de la
region variable de cadena ligera que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 8-
10, respectivamente, en donde el anticuerpo o la porcién de unién a antigeno del mismo se une a GITR humano,

(b) detectar la union del anticuerpo a GITR en TIL y células tumorales de la muestra de tejido mediante
inmunohistoquimica; y, opcionalmente,

(c) tedir la muestra de tejido con marcadores de TIL y/o células tumorales y/o con hematoxilina y eosina, para
identificar los TIL y/o las células tumorales que se identificaron como GITR positivos en la etapa (b).

También se divulgan en el presente documento métodos para determinar si un tumor de un paciente con cancer es
GITR positivo y/o comprende células GITR positivas, que comprende poner en contacto una muestra tumoral del
paciente con un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo, que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de
la region variable de cadena pesada que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO:
5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién variable de cadena ligera que comprenden las secuencias
de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 8-10, respectivamente, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo se une de manera especifica a GITR humano.

También se divulgan en el presente documento métodos para determinar si un tumor de un paciente con cancer es
GITR positivo y/o comprende células GITR positivas, que comprenden:

(a) poner en contacto una muestra tumoral del paciente con un anticuerpo o una porcién de union a antigeno del
mismo, que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena pesada que comprenden las
secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2 y CDR3 de la
region variable de cadena ligera que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 8-
10, respectivamente, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une de manera
especifica a GITR humano y

(b) detectar la unién del anticuerpo a GITR en la muestra.

También se describen en el presente documento métodos para determinar si un tumor de un paciente con cancer es
GITR positivo y/o comprende células GITR positivas que comprenden:

(a) poner en contacto una muestra tumoral del paciente con un anticuerpo o una porcién de union a antigeno del
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mismo, que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena pesada que comprenden las
secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2 y CDR3 de la
region variable de cadena ligera que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 8-
10, respectivamente, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une de manera
especifica a GITR humano,

(b) detectar la unién del anticuerpo a GITR en la muestra 'y

(c) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en la muestra, en donde un nivel de proteina GITR por
encima de un nivel umbral, p. €j., nivel de deteccion usando un método de deteccion dado, indica que el tumor es
un tumor GITR positivo.

También se divulgan en el presente documento métodos para identificar células GITR positivas en una muestra de
tejido (p. €j., tumor) que comprende:

(a) poner en contacto una muestra de tejido (p. €j., tumor) del paciente con un anticuerpo o una porcién de unioén
a antigeno del mismo, que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena pesada que
comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2
y CDR3 de la region variable de cadena ligera que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las
SEQ ID NO: 8-10, respectivamente, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une de
manera especifica a GITR humano; y

(b) detectar la unién del anticuerpo a GITR en células especificas o individuales de la muestra de tejido (p. €.,
tumor); y, opcionalmente,

(c) tefiir la muestra de tejido (p. €j., tumor), p. ej., con marcadores de tipos celulares dados (p. ej., marcadores
CD3, CD4, CD8, CD25 o FoxP3) y/o con hematoxilina y eosina, para identificar las células que se identificaron
como GITR positivas en la etapa (b).

La etapa (c) permite la identificacion de células GITR positivas como que son, p. €j., linfocitos T, tal como linfocitos
Treg o células tumorales. Por lo tanto, en el presente documento se divulgan los siguientes métodos:

Un método para detectar la presencia de, y/o identificar el niUmero de, linfocitos T que expresan GITR en una muestra
de tejido (p. ej., tumor) y/o el nivel de GITR en linfocitos T de una muestra de tejido (p. €j., tumor) que comprende:

(a) poner en contacto una muestra de tejido (p. €j., tumor), p. €j., de un sujeto, con un anticuerpo o una porcion de
unién a antigeno del mismo, que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena pesada que
comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2
y CDR3 de la region variable de cadena ligera que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las
SEQ ID NO: 8-10, respectivamente, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une de
manera especifica a GITR humano; y

(b) detectar la unién del anticuerpo a GITR en linfocitos T de la muestra de tejido (p. €j., tumor); y, opcionalmente,
(c) tefiir la muestra de tejido (p. ej., tumor), p. €j., con marcadores de linfocitos T (p. €j., marcadores CD3, CD4,
CD8, CD25 o FoxP3) y/o con hematoxilina y eosina, para identificar los linfocitos T que se identificaron como GITR
positivos en la etapa (b).

Un método para detectar la presencia de, y/o identificar el numero de, linfocitos Treg que expresan GITR en una
muestra de tejido (p. €j., tumor) y/o el nivel de GITR en linfocitos Treg de una muestra de tejido (p. €j., tumor) que
comprende:

(a) poner en contacto una muestra de tejido (p. €j., tumor), p. €j., de un sujeto, con un anticuerpo o una porcion de
unién a antigeno del mismo, que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena pesada que
comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2
y CDR3 de la region variable de cadena ligera que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las
SEQ ID NO: 8-10, respectivamente, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une de
manera especifica a GITR humano; y

(b) detectar la union del anticuerpo a GITR en linfocitos Treg de la muestra de tejido (p. ej., tumor); vy,
opcionalmente,

(c) tediir la muestra de tejido (p. €j., tumor), p. €j., con marcadores de linfocitos Treg (p. €j., un marcador FoxP3)
y/o con hematoxilina y eosina, para identificar los linfocitos Treg que se identificaron como GITR positivos en la
etapa (b).

Un método para detectar la presencia de, y/o identificar el nimero de, linfocitos Teff que expresan GITR en una
muestra de tejido (p. €j., tumor) y/o el nivel de GITR en linfocitos Teff de una muestra de tejido (p. €j., tumor) que
comprende:

(a) poner en contacto una muestra de tejido (p. €j., tumor), p. €j., de un sujeto, con un anticuerpo o una porcion de
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unién a antigeno del mismo, que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena pesada que
comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2
y CDR3 de la region variable de cadena ligera que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las
SEQ ID NO: 8-10, respectivamente, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une de
manera especifica a GITR humano; y

(b) detectar la union del anticuerpo a GITR en linfocitos Teff de la muestra de tejido (p. €j., tumor); y, opcionalmente,

(c) tefiir la muestra de tejido (p. €j., tumor), p. €j., con marcadores de linfocitos Teff (p. €j., un marcador FoxP3) y/o
con hematoxilina y eosina, para identificar los linfocitos Teff que se identificaron como GITR positivos en la etapa

(b).

Un método para detectar la presencia de, y/o identificar el nUmero de linfocitos Treg y Teff que expresan GITR en una
muestra de tejido (p. €j., tumor), y/o el nivel de GITR en los linfocitos Treg y Teff de una muestra de tejido (p. ej., tumor
) que comprende:

(a) poner en contacto una muestra de tejido (p. €j., tumor), p. €j., de un sujeto, con un anticuerpo o una porcion de
unién a antigeno del mismo, que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena pesada que
comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2
y CDR3 de la region variable de cadena ligera que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las
SEQ ID NO: 8-10, respectivamente, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une de
manera especifica a GITR humano; y

(b) detectar la unién del anticuerpo a GITR en linfocitos Treg y Teff de la muestra de tejido (p. €j., tumor); vy,
opcionalmente,

(c) tefiir la muestra de tejido (p. €j., tumor), p. €j., con marcadores de linfocitos Treg y Teff (p. ej., marcadores CD3,
CD4, CD8, CD25, y/o FoxP3) y/o con hematoxilina y eosina, para identificar los linfocitos Treg y Teff que se
identificaron como GITR positivos en la etapa (b).

Un método para detectar la presencia de, o identificar el nUmero de, células tumorales que expresan GITR en una
muestra tumoral, y/o el nivel de GITR en células tumorales de una muestra tumoral que comprende:

(a) poner en contacto una muestra tumoral, p. €j., de un sujeto, con un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno
del mismo, que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena pesada que comprenden las
secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2 y CDR3 de la
region variable de cadena ligera que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 8-
10, respectivamente, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une de manera
especifica a GITR humano; y

(b) detectar la unién del anticuerpo a GITR en células tumorales de la muestra tumoral; y, opcionalmente,

(c) tediir la muestra tumoral, p. ej., con marcadores de células tumorales u otro tipo celular y/o con hematoxilina y
eosina, para identificar las células tumorales que se identificaron como GITR positivas en la etapa (b).

Un método para detectar la presencia de, y/o identificar el nimero de, células tumorales y linfocitos Treg que expresan
GITR en una muestra de tejido (p. €j., tumor), y/o el nivel de GITR en células tumorales y linfocitos Treg de una muestra
de tejido (p. €j., tumor) que comprende:

(a) poner en contacto una muestra de tejido (p. €j., tumor), p. €j., de un sujeto, con un anticuerpo o una porcion de
unién a antigeno del mismo, que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena pesada que
comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2
y CDR3 de la region variable de cadena ligera que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las
SEQ ID NO: 8-10, respectivamente, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une de
manera especifica a GITR humano; y

(b) detectar la union del anticuerpo a GITR en células tumorales y linfocitos Treg de la muestra de tejido (p. €.,
tumor); y, opcionalmente,

(c) tefiir la muestra de tejido (p. ej., tumor), p. €j., con marcadores de tumor y/o de linfocitos Treg (p. €j., un marcador
FoxP3) y/o con hematoxilina y eosina, para identificar las células tumorales y los linfocitos Treg que se identificaron
como GITR positivos en la etapa (b).

Un método para detectar la presencia de, y/o identificar el nUmero de, células tumorales, linfocitos Treg y linfocitos

Teff que expresan GITR en una muestra de tejido (p. €j., Tumor) y/o el nivel de GITR en células tumorales, linfocitos
Treg y linfocitos Teff de una muestra de tejido (p. €j., tumor) que comprende:
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(a) poner en contacto una muestra de tejido (p. €j., tumor), p. €j., de un sujeto, con un anticuerpo o una porcion de
unién a antigeno del mismo, que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién variable de cadena pesada que
comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2
y CDR3 de la region variable de cadena ligera que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las
SEQ ID NO: 8-10, respectivamente, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une de
manera especifica a GITR humano; y

(b) detectar la unién del anticuerpo a GITR en células tumorales, linfocitos Treg y linfocitos Teff de la muestra de
tejido (p. €j., tumor); y, opcionalmente,

(c) tefiir la muestra de tejido (p. €j., tumor), p. €j., con marcadores de células tumorales, linfocitos Treg y/o linfocitos
Teff (p. ej., marcadores CD3, CD4, CD8, CD25 y/o FoxP3) y/o con hematoxilina y eosina, para identificar las células
tumorales, linfocitos Treg y linfocitos Teff que se identificaron como GITR positivos en la etapa (b).

Marcadores tumorales a modo de ejemplo incluyen, por ejemplo, receptores de ErbB, Melan A [MART1], gp100,
tirosinasa, TRP-1/gp 75, TRP-2, MAGE-1, MAGE-3, proteinas E6 y E7de VPH, Mucina [MUC-1], antigeno especifico
de la préstata [PSA], antigeno carcinoembrionario [CEA], antigeno tumoral PIA, MAGE-2, MAGE-4, MAGE-6, MAGE-
10, MAGE-12, BAGE-1, CAGE-1,2,8, CAGE-3 to 7, LAGE-1, NY-ESO-1/LAGE-2, NA-88, GnTV y TRP2-INT2.

Los marcadores de superficie de linfocitos T reg incluyen CD4, CD25 y FOXP3.

En determinadas realizaciones, se utiliza una combinaciéon de métodos de deteccién para aumentar la precisiéon de la
designacion de un tumor como GITR positivo o GITR negativo. Por ejemplo, en una realizaciéon, se usa una
combinacion de inmunohistoquimica e hibridacion in situ fluorescente (FISH) para tipificar un tumor como GITR positivo
0 negativo. Tales enfoques se han usado para, p. €j., optimizar las pruebas de Her-2/neu. Véase, p. €j., Ridolfi et al.,
Mod Pathol 2000;13:866-73. Cualquiera de los métodos de deteccion basados en anticuerpos descritos en el presente
documento puede usarse en combinacién o en combinacién con métodos de deteccion basados en ARN, tales como
RNAscope y PCR cuantitativa.

Los métodos de deteccion descritos anteriormente se realizan generalmente junto con una muestra de referencia o
control. En algunas realizaciones, la muestra de control es una seccion de tejido normal correspondiente. En algunas
realizaciones, la muestra de control o de referencia deriva de un sujeto que no esta afectado por un tumor o cancer
que expresa GITR (p. €j., un sujeto sano). Dichas muestras pueden proporcionar una referencia normalizada para
determinar la cantidad de células que expresan GITR en una muestra bioldgica.

Métodos de Pronéstico A modo de ejemplo

En el presente documento se divulgan métodos para identificar a un paciente con cancer que es probable que
responda a una inmunoterapia anti-GITR o para predecir si un paciente con cancer respondera a la inmunoterapia
anti-GITR que comprende:

(a) poner en contacto una muestra tumoral del paciente con un anticuerpo anti-GITR o una porcion de union a
antigeno del mismo,

(b) detectar la union del anticuerpo a GITR en la muestra tumoral,

(c) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en la muestra, en donde un nivel de proteina GITR por
encima de un nivel umbral indica que el tumor es un tumor GITR positivo y que es probable que o se predice que
el paciente responda a la inmunoterapia anti-GITR. En determinadas realizaciones, el nivel de expresién de GITR
en células inmunitarias especificas, p. €j., linfocitos infiltrantes de tumores (TIL), tales como linfocitos T, p. €j.,
linfocitos Treg, p. €j., en un tumor, se detecta o monitoriza y, p. ej., determina la probabilidad de respuesta de un
sujeto a una terapia anti-GITR. En determinadas realizaciones, el nivel de expresién de GITR en las células
tumorales se detecta o monitoriza y, p. €j., determina la probabilidad de respuesta de un sujeto a una terapia anti-
GITR.

El anticuerpo anti-GITR usado en los métodos de la presente invenciéon es un anticuerpo que comprende las
secuencias CDR de la region variable de cadena pesada y ligera expuestas en las SEQ ID NO: 5-7 y 8-10,
respectivamente. En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-GITR es un anticuerpo que comprende las
secuencias de la region variable de cadena pesada y ligera expuestas en las SEQ ID NO: 11 y 12, respectivamente o
las secuencias de cadena pesada y ligera de longitud completa del anticuerpo 6G10 (un anticuerpo anti-GITR
completamente humano) expuestas en las SEQ ID NO: 13 y 14, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo se une de manera especifica a GITR humano. En determinadas realizaciones, la cadena pesada
carece de la lisina C-terminal. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-GITR es un anticuerpo quimérico que
comprende las regiones variables del anticuerpo 6G10, pero regiones constantes no humanas (p. €j., regiones
constantes de raton), p. €j., un anticuerpo 6G10 quimérico que comprende las secuencias de cadena pesada y ligera
expuestas en las SEQ ID NO: 15 y 16, respectivamente. En determinadas realizaciones, la cadena pesada del
anticuerpo quimérico carece de la lisina C-terminal. La deteccidon de la expresion de GITR se realiza por
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inmunohistoquimica, como se describe supra. En una realizacion, la inmunohistoquimica se combina con otro método
de deteccion, p. gj., FISH. La muestra tumoral se prepara como secciones FFPE. Como alternativa, la muestra tumoral
se prepara como secciones de tejido congelado.

En algunas realizaciones, un tumor se considera GITR positivo y es probable que se beneficie de la inmunoterapia
anti-GITR si una muestra del tumor o las células inmunitarias en el mismo, p. €j., linfocitos infiltrantes de tumores (TIL),
p. €j., linfocitos Treg, tiene mas células GITR positivas que un tejido normal o una célula inmunitaria correspondiente,
p. €j., linfocitos T reg, del mismo paciente con cancer.

En determinadas realizaciones, es probable que o se predice que el paciente con cancer se beneficie de la
inmunoterapia anti-GITR si el nimero de células GITR-positivas, p. €j., células inmunitarias, p. €j., linfocitos infiltrantes
de tumores (TIL), tales como linfocitos T reg y/o células tumorales, en la muestra tumoral supera un nivel umbral. Un
nivel de umbral puede ser el nivel mas bajo de GITR determinado con un sistema de deteccion dado, p. €.,
inmunohistoquimica, como se describe adicionalmente en el presente documento, tal como en los Ejemplos. En
determinadas realizaciones, es probable que o se predice que el paciente con cancer se beneficie de la inmunoterapia
anti-GITR si el nimero de células GITR-positivas, p. €j., células inmunitarias, p. €j., linfocitos infiltrantes de tumores
(TIL), tales como linfocitos T reg y/o células tumorales, en la muestra tumoral supera un numero o proporciéon umbral
usando un sistema de puntuacion reconocido en la técnica descrito supra. Por lo tanto, en algunas realizaciones, el
numero o la proporcién de células GITR positivas supera un determinado nimero o proporcién umbral usando un
sistema de puntuacion descrito en el presente documento y se define como "GITR positivo".

En determinadas realizaciones, una muestra tumoral que tenga al menos un 1%, por ejemplo, al menos un 5 %, al
menos un 10 %, al menos un 15 %, al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 35 %, al
menos un 40 %, al menos un 45 %, al menos un 50 %, al menos un 55 %, al menos un 60 %, al menos un 65 %, al
menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 90 % o al menos un 95 % de las células en el
tumor, p. €j., células tumorales y/o células inmunitarias, p. €j., linfocitos infiltrantes de tumores (TIL), tal como los
linfocitos T reg, que expresan la proteina GITR se designa como "GITR-positiva" e indica que es probable que o se
predice que el paciente con cancer responda a la inmunoterapia anti-GITR.

En algunas realizaciones, se calcula una puntuacion H para la muestra tumoral. Por consiguiente, en determinadas
realizaciones, una muestra tumoral con una puntuacién H de al menos 5, tal como al menos 10, al menos 15, al menos
20, al menos 25, al menos 30, al menos 40, al menos 50, al menos 60, al menos 70, al menos 80, al menos 90, al
menos 100, al menos 125, al menos 150, al menos 175, al menos 200, al menos 225, al menos 250, al menos 275 o
al menos 290 se designa como "GITR positiva" e indica que es probable que o se predice que el paciente con cancer
responda a la inmunoterapia anti-GITR. La puntuacién se puede calcular basandose en todas las células de un tumor
o un tipo especifico de células, p. €j., células inmunitarias, p. €j., linfocitos infiltrantes de tumores (TIL), tales como
linfocitos Treg y/o células tumorales.

En algunas realizaciones, se calcula una puntuacion Allred para la muestra tumoral. Por consiguiente, en determinadas
realizaciones, una muestra tumoral con una puntuacion Allred de al menos 3, tal como al menos 4, al menos 5, al
menos 6, al menos 7 o al menos 8 se designa como "GITR positiva" e indica que es probable que o se predice que el
paciente con cancer responda a la inmunoterapia anti-GITR. La puntuacién se puede calcular basandose en todas las
células de un tumor o un tipo especifico de células, p. €j., células inmunitarias, p. €j., linfocitos infiltrantes de tumores
(TIL), tales como linfocitos Treg y/o células tumorales.

En algunas realizaciones, se calcula una puntuacion AQUA. Por consiguiente, en determinadas realizaciones, una
muestra tumoral con una puntuacién AQUA de al menos 5, tal como al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos
25, al menos 30, al menos 40, al menos 50, al menos 60, al menos 70, al menos 80, al menos 90, al menos 100, al
menos 125, al menos 150, al menos 175, al menos 200, al menos 225 o al menos 250 se designa como "GITR positiva"
e indica que es probable que o se predice que el paciente con cancer responda a la inmunoterapia anti-GITR. La
puntuacion se puede calcular basandose en todas las células de un tumor o un tipo especifico de células, p. €j., células
inmunitarias, p. €j., linfocitos infiltrantes de tumores (TIL), tales como linfocitos Treg y/o células tumorales.

En determinadas realizaciones, una combinacién de uno de los sistemas de puntuacion anteriores con otra modalidad
de deteccion, tal como FISH, se usa para aumentar la precisiéon de determinar si un tumor es GITR positivo o GITR
negativo.

En determinadas realizaciones, el paciente tiene un cancer seleccionado del grupo que consiste en carcinoma de
células escamosas, cancer de pulmén microcitico, cancer de pulmén no microcitico, cancer de pulmoén no microcitico
(NSCLC, por sus siglas en inglés) escamoso, NSCLC no escamoso, glioma, cancer gastrointestinal, cancer renal (p.
€j., carcinoma de células claras), cancer de ovario, cancer de higado, cancer colorrectal, cancer de endometrio, cancer
de rifidén (p. ej., carcinoma de células renales (RCC, por sus siglas en inglés)), cancer de prostata (p. €j.,
adenocarcinoma de prostata refractario a hormonas), cancer de tiroides, neuroblastoma, cancer de pancreas,
glioblastoma (glioblastoma multiforme), cancer de cuello de utero, cancer de estbmago, cancer de vejiga, hepatoma,
cancer de mama, carcinoma de colon y cancer (o carcinoma) de cabeza y cuello, cancer gastrico, tumor de células
germinales, sarcoma pediatrico, linfocito citolitico senonasal, melanoma (p. ej., melanoma maligno metastasico, tal
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como melanoma maligno cutaneo o intraocular), cancer de huesos, cancer de piel, cancer de Utero, cancer de la region
anal, cancer de testiculos, carcinoma de las trompas de Falopio, carcinoma del endometrio, carcinoma del cuello
uterino, carcinoma de la vagina, carcinoma de la vulva, cancer del eséfago, 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 sélidos de la infancia, cancer del uréter, carcinoma de la pelvis renal,
neoplasia del sistema nervioso central (SNC), linfoma primario del SNC, angiogénesis tumoral, tumor del eje espinal,
cancer de cerebro, glioma del tronco cerebral, 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 o canceres de origen virico (p. €j., virus del papiloma humano (tumores
relacionados con u originados por el VPH)) y neoplasias hematoldgicas derivadas de cualquiera de los dos principales
linajes de células sanguineas, es decir, la linea celular mieloide (que produce granulocitos, eritrocitos, trombocitos,
macréfagos y mastocitos) o linea celular linfoide (que produce linfocitos B, T, NKy células plasmaticas), tal como todos
los tipos de leucemias, linfomas, y mielomas, p. €j., leucemias agudas, crénicas, linfociticas y/o mielégenas, tales
como leucemia aguda (ALL, por sus siglas en inglés), leucemia mielégena aguda (AML, por sus siglas en inglés),
leucemia linfocitica créonica (CLL, por sus siglas en inglés), y leucemia mielégena crénica (CML, por sus siglas en
inglés), AML no diferenciada (MO0), leucemia mieloblastica (M1), leucemia mieloblastica (M2; con maduracion 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, por sus siglas en inglés), linfoma no de Hodgkin (NHL,
por sus siglas en inglés), neoplasia hematoldgica de linfocitos B, p. €j., linfomas de linfocitos B, linfomas de linfocitos
T, linfoma linfoplasmocitoide, linfoma de linfocitos B monocitoide, linfoma de tejido linfoide asociado a mucosa (MALT,
por sus siglas en inglés), linfoma anaplasico de células grandes (p. €j., Ki 1+), linfoma/leucemia de linfocitos T en
adultos, linfoma de células del manto, linfoma angioinmunoblastico de linfocitos T, linfoma angiocéntrico, linfoma
intestinal de linfocitos T, linfoma mediastinal de linfocitos B primario, linfoma linfoblastico de precursores T, T
linfoblastico; y linfoma/leucemia (T-Lbly/T-ALL), linfoma periférico de linfocitos T, linfoma linfoblastico, trastorno
linfoproliferativo después del trasplante, linfoma histiocitico verdadero, linfoma primario del sistema nervioso central,
linfoma de efusion primario, linfoma de linfocitos B, linfoma linfoblastico (LBL, por sus siglas en inglés), tumores
hematopoyéticos de linaje linfoide, leucemia linfoblastica aguda, linfoma difuso de linfocitos B grandes, linfoma de
Burkitt, linfoma folicular, linfoma histiocitico difuso (DHL, por sus siglas en inglés), linfoma inmunoblastico de células
grandes, linfoma linfoblastico de precursores B, linfoma cutaneo de linfocitos T (CTLC, por sus siglas en inglés)
(también denominado micosis fungoide o sindrome de Sezary), y linfoma linfoplasmocitoide (LPL, por sus siglas en
inglés) con macroglobulinemia de Waldenstrom; mielomas, tal como mieloma de IgG, mieloma de cadena ligera,
mieloma no secretor, mieloma latente (también denominado mieloma indolente), plasmocitoma solitario, y mielomas
multiples, leucemia linfocitica crénica (CLL), 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, incluyendo 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, por sus siglas en inglés), incluyendo
del tipo de células pequefas y de células cerebriformes; leucemia de linfocitos granulares grandes (LGL, por sus siglas
en inglés) preferentemente del tipo de linfocitos T; linfoma hepatosplénico a/d T-NHL; linfoma de linfocitos T
periférico/postimico (subtipos pleomarfico e inmunoblastico); 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. En determinadas realizaciones, el cancer es un cancer metastasico, cancer
refractario o cancer recurrente.

Una vez que un paciente con cancer se ha identificado como susceptible de beneficiarse de la inmunoterapia anti-
GITR (es decir, tiene un tumor GITR positivo), el paciente se puede tratar con un anticuerpo terapéutico anti-GITR (es
decir, inmunoterapia anti-GITR).

En el presente documento se describen métodos para tratar a un paciente con cancer con un tumor GITR positivo,
como se determina por el nivel de expresion de la proteina GITR usando los anticuerpos anti-GITR y los métodos
proporcionados en el presente documento, que comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente
eficaz de un anticuerpo anti-GITR o de una porcién de unién a antigeno del mismo.

El anticuerpo anti-GITR usado para determinar el nivel de expresién de la proteina GITR puede ser un anticuerpo que
comprende las secuencias CDR de la region variable de cadena pesada y ligera expuestas en las SEQ ID NO: 5-7 y
8-10, respectivamente, las secuencias de region variable de cadena pesada y ligera expuestas en las SEQ ID NO: 11
y 12, respectivamente o las secuencias de cadena pesada y ligera de longitud completa del anticuerpo 6G10 (un
anticuerpo anti-GITR completamente humano) expuestas en las SEQ ID NO: 13 y 14, respectivamente, en donde el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une de manera especifica a GITR humano. La cadena
pesada puede carecer de la lisina C-terminal. El anticuerpo puede ser un anticuerpo quimérico que comprende las
regiones variables del anticuerpo 6G10, pero regiones constantes no humanas (p. €j., regiones constantes de raton),
p. €j., un anticuerpo 6G10 quimérico que comprende las secuencias de cadena pesada y ligera expuestas en las SEQ
ID NO: 15y 16, respectivamente. La cadena pesada del anticuerpo quimérico puede carecer de la lisina C-terminal.
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La deteccioén de la expresion de GITR puede realizarse por inmunohistoquimica, como se describe supra.

Un paciente con cancer que se determina que tiene un tumor GITR positivo (es decir, células tumorales y/o células
inmunitarias, GITR positivas, p. €j., linfocitos infiltrantes de tumores (TIL), tal como linfocitos T reg) usando los métodos
descritos en el presente documento puede tratarse con cualquier agente que module la sefalizacion de GITR (p. €j.,
un anticuerpo anti-GITR agonista) y dé como resultado, p. €j., la induccién y/o potenciacion de la activacion de los
linfocitos T (p. €j., aumento de la produccién de IL-2 y/o IFN-y por linfocitos T y/o aumento de la proliferacion de
linfocitos T), agotamiento de linfocitos T reguladores, etc. En el presente documento se divulgan métodos para tratar
a un paciente con cancer que comprenden:

(a) determinar si un tumor (células tumorales y/o células inmunitarias, p. €j., linfocitos infiltrantes de tumores (TIL),
tal como linfocitos Treg) de un paciente con cancer es GITR positivo usando los métodos descritos en el presente
documento, p. ej., poner en contacto una muestra tumoral del paciente con un anticuerpo o una porcion de union
a antigeno del mismo, que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena pesada que
comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2
y CDR3 de la region variable de cadena ligera que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las
SEQ ID NO: 8-10, respectivamente, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une de
manera especifica a GITR humano, detectar la union del anticuerpo a GITR en la muestra y determinar el nivel de
expresion de la proteina GITR en la muestra, en donde un nivel de proteina GITR por encima de un nivel umbral
en células tumorales y/o células inmunitarias en el mismo, p. €j., linfocitos infiltrantes de tumores (TIL), tal como
linfocitos Treg, indica que el tumor es GITR positivo y

(b) si se determina que el tumor es GITR positivo, administrar después una cantidad terapéuticamente eficaz de
un agente que modula la sefalizaciéon de GITR, p. €j., un agente que aumenta la IL-2, aumenta la produccién de
IFN-y por los linfocitos T, y/o aumenta la proliferacién de linfocitos T y/o el agotamiento de los linfocitos T
reguladores.

Por ejemplo, el paciente se puede tratar con una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-GITR agonista
divulgado en el documento WO15187835, p. €j., anticuerpos que tienen las CDR de la region variable de cadena
pesada y ligera, regiones variables de cadena pesada y ligera o cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos 28F3,
19D3, 18E10, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3, 19H8-1, 19H8-2, y/o 6G10, y variantes de los mismos. Las
secuencias de los anticuerpos divulgados en la Solicitud de Patente PCT N.° WO15187835 se proporcionan en la
Tabla 2 (véanse las SEQ ID NO: 5-14 y 27-228). El paciente también se puede tratar con cualquier otro anticuerpo
anti-GITR, p. ej., TRX518 (Leap Therapeutics), MK-4166 (Merck), LKZ-145 (Novartis), GWN-323 (Novartis
Pharmaceuticals Corp.), Medi 1873 (Medimmune), INBRX-110 (Inhibrx), proteina GITR-Fc (OncoMed) y anticuerpos
descritos en los documentos WO02006105021, WO2009009116, WO2011028683, US2014/0072565,
US20140072566, US20140065152, WO2015031667, WO 15184099, WO2015184099 o WO2016054638.

Métodos a modo de ejemplo de monitorizacion de tumores/cancer GITR positivos

En el presente documento se proporcionan métodos para monitorizar un tumor o tumores que expresan GITR en un
paciente con cancer. Los métodos para la monitorizacion pueden realizarse de manera similar a los métodos para
determinar si un paciente con cancer es probable que responda a la inmunoterapia anti-GITR descrita anteriormente.

La presencia de GITR se puede monitorizar en tejidos completos, p. €j., tumores o en células especificas de los
mismos. Por ejemplo, la presencia de GITR se puede monitorizar en células tumorales y/o en linfocitos infiltrantes de
tumores (TIL), p. €j., linfocitos T reg y linfocitos T eff.

La monitorizacion de la presencia (o expresion) de GITR puede comprender determinar la presencia de GITR en dos
0 mas puntos temporales. Por ejemplo, se puede obtener una primera y una segunda muestra de tejido (y determinar
la presencia y/o nivel de GITR) de un sujeto, en donde, p. €j., la primera y la segunda muestra de tejido se obtienen
entre 3-7 dias, 1 semana a 3 semanas o0 1 mes a 3 meses entre una y otra. También se puede obtener una muestra
de tejido para determinar la presencia y/o nivel de GITR cada semana o cada mes.

Por consiguiente, un método para monitorizar un tumor que expresa GITR en un paciente con cancer puede
comprender:

(a) detectar la expresion de la proteina GITR en una muestra de tejido (p. €j., tumor) en un primer punto temporal
usando un anticuerpo anti-GITR o una porcién de unién a antigeno del mismo,

(b) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en el primer punto temporal,

(c) detectar la expresion de la proteina GITR en una muestra de tejido (p. €j., tumor, que puede ser el mismo tumor
que el que se biopsioé en el primer punto temporal) en un segundo punto temporal usando el mismo anticuerpo
usado en la etapa (a), y

(d) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en el tumor a partir del segundo punto temporal.

La presente invencion proporciona un método para monitorizar un tumor GITR positivo en un paciente con cancer que
comprende:
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(a) detectar la expresion de la proteina GITR en el tumor GITR positivo en un primer punto temporal usando un
anticuerpo que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena pesada que comprenden las
secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2 y CDR3 de la
region variable de cadena ligera que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 8-
10, respectivamente,

(b) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en el primer punto temporal por inmunohistoquimica,

(c) detectar la expresion de la proteina GITR en el tumor en un segundo punto temporal usando el mismo anticuerpo
usado en la etapa (a),

(d) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en el tumor desde el segundo punto temporal por
inmunohistoquimica;

(e) comparar los niveles de expresion de la proteina GITR determinados en el primer y segundo punto temporal,
en donde un nivel mas alto en el primer punto temporal en relacién con el segundo punto temporal es indicativo de
regresion tumoral, una puntuacién mas baja en el primer punto temporal en relacién con el segundo punto temporal
es indicativa de progresion tumoral y un nivel relativamente sin cambios en el primer punto temporal en relacion
con el segundo punto temporal es indicativo de un tumor estable.

También se proporciona un método para monitorizar un tumor que expresa GITR en un paciente con cancer que
comprende:

(a) detectar la expresion de la proteina GITR en linfocitos Treg en una muestra de tejido (p. €j., tumor) en un primer
punto temporal usando un anticuerpo anti-GITR o una porcidn de unién a antigeno del mismo,

(b) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en el primer punto temporal,

(c) detectar la expresion de la proteina GITR en linfocitos Treg en una muestra de tejido (p. €j., tumor, que puede
ser el mismo tumor que el que se biopsioé en el primer punto temporal) en un segundo punto temporal usando el
mismo anticuerpo usado en la etapa (a),

(d) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en los linfocitos Treg del segundo punto temporal.

También se proporciona un método para monitorizar un tumor que expresa GITR en un paciente con cancer que
comprende:

(a) detectar la expresion de la proteina GITR en linfocitos Teff en una muestra de tejido (p. €j., tumor) en un primer
punto temporal usando un anticuerpo anti-GITR o una porcidn de unién a antigeno del mismo,

(b) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en el primer punto temporal,

(c) detectar la expresion de la proteina GITR en linfocitos Teff en una muestra de tejido (p. €j., tumor, que puede
ser el mismo tumor que el que se biopsioé en el primer punto temporal) en un segundo punto temporal usando el
mismo anticuerpo usado en la etapa (a),

(d) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en los linfocitos Teff del segundo punto temporal.

También se proporciona un método para monitorizar un tumor que expresa GITR en un paciente con cancer que
comprende:

(a) detectar la expresion de la proteina GITR en células tumorales en una muestra tumoral en un primer punto
temporal usando un anticuerpo anti-GITR o una porcién de unién a antigeno del mismo,

(b) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en el primer punto temporal,

(c) detectar la expresion de la proteina GITR en células tumorales en una muestra tumoral (que puede ser del
mismo tumor que el que se biopsioé en el primer punto temporal) en un segundo punto temporal usando el mismo
anticuerpo usado en la etapa (a),

(d) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en las células tumorales del segundo punto temporal.

En determinados métodos, la presencia y/o el nivel de GITR se determinan en linfocitos Treg y/o en linfocitos Teff y/o
en células tumorales.

Un método para monitorizar un tumor que expresa GITR en un paciente con cancer puede comprender:

(a) detectar la expresion de la proteina GITR en el tumor GITR positivo en un primer punto temporal usando un
anticuerpo anti-GITR o una porcion de unién a antigeno del mismo,

(b) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en el primer punto temporal,

(c) detectar la expresion de la proteina GITR en el tumor en un segundo punto temporal usando el mismo anticuerpo
usado en la etapa (a),

(d) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en el tumor del segundo punto temporal; y

(e) comparar los niveles de expresion de la proteina GITR determinados en el primer y segundo punto temporal.

La expresion de GITR puede determinarse en las células tumorales y/o en las células inmunitarias, p. €j., linfocitos

infiltrantes de tumores (TIL), tales como linfocitos T reg y/o linfocitos Teff dentro del tumor. Un nivel mas alto en el
primer punto temporal en relacién con el segundo punto temporal puede ser indicativo de regresion tumoral, una
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puntuacion mas baja en el primer punto temporal en relacién con el segundo punto temporal puede ser indicativo de
progresion tumoral y un nivel relativamente sin cambios en el primer punto temporal en relacion con el segundo punto
temporal puede ser indicativo de un tumor estable.

El anticuerpo anti-GITR usado para determinar el nivel de expresion de la proteina GITR de acuerdo con la presente
invencion es un anticuerpo que comprende las secuencias CDR de la region variable de cadena pesada y ligera
expuestas en las SEQ ID NO: 5-7 y 8-10, respectivamente. En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-GITR
usado para determinar el nivel de expresioén de la proteina GITR es un anticuerpo que comprende las secuencias de
la region variable de cadena pesada y ligera expuestas en las SEQ ID NO: 11 y 12, respectivamente o las secuencias
de cadena pesada vy ligera de longitud completa del anticuerpo 6G10 (un anticuerpo anti-GITR completamente
humano) expuestas en las SEQ ID NO: 13 y 14, respectivamente, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo se une de manera especifica a GITR humano. En determinadas realizaciones, la cadena pesada
carece de la lisina C-terminal. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico que comprende las
regiones variables del anticuerpo 6G10, pero regiones constantes no humanas (p. €j., regiones constantes de raton),
p. €j., un anticuerpo 6G10 quimérico que comprende las secuencias de cadena pesada y ligera expuestas en las SEQ
ID NO: 15y 16, respectivamente. En determinadas realizaciones, la cadena pesada del anticuerpo quimérico carece
de la lisina C-terminal. En una realizacion preferida, la deteccién de la expresion de GITR se realiza por
inmunohistoquimica, tal como se describe en el presente documento. En algunas realizaciones, el nivel de expresion
de la proteina GITR se determina usando un sistema de puntuacion seleccionado del grupo que consiste en: el sistema
de puntuacioén H, el sistema de puntuacion Allred, un sistema AQUA® o un sistema de puntuacion automatizado, tal
como se describe en el presente documento.

Tales métodos de monitorizacion también son Utiles para determinar si la inmunoterapia anti-GITR puede o no ser
eficaz.

Por consiguiente, en el presente documento se divulgan métodos para monitorizar la eficacia de la inmunoterapia anti-
GITR en un paciente que tiene un tumor GITR positivo que comprende:

(a) detectar la expresion de la proteina GITR en el tumor GITR positivo en un primer punto temporal antes o
después de iniciar la inmunoterapia anti-GITR usando un anticuerpo anti-GITR,

(b) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en el tumor del primer punto temporal,

(c) detectar la expresion de la proteina GITR en el tumor GITR positivo en un segundo punto temporal después de
iniciar la inmunoterapia anti-GITR usando el mismo anticuerpo de la etapa (a),

(d) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en el tumor del segundo punto temporal;

(e) comparar los niveles de expresion de la proteina GITR determinados en el primer y segundo punto temporal,
en donde un nivel mas alto en el primer punto temporal en relaciéon con el segundo punto temporal puede ser
indicativo de inmunoterapia anti-GITR eficaz, una puntuacion mas baja en el primer punto temporal en relacion con
el segundo punto temporal es indicativa de inmunoterapia anti-GITR ineficaz y una puntuacién sin cambios en el
primer punto temporal en relaciéon con el segundo punto temporal puede ser indicativo de que la inmunoterapia
anti-GITR se esta estabilizando. La expresion de GITR puede determinarse en las células tumorales y/o en las
células inmunitarias, p. €j., linfocitos infiltrantes de tumores (TIL), tal como los linfocitos T reg, dentro del tumor.

La presente invencién proporciona un método para monitorizar la eficacia de la inmunoterapia anti-GITR en un paciente
que tiene un tumor GITR positivo que comprende:

(a) detectar la expresion de la proteina GITR en el tumor GITR positivo en un primer punto temporal antes o
después de iniciar la inmunoterapia anti-GITR usando un anticuerpo que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de
la region variable de cadena pesada que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID
NO: 5-7, respectivamente, y la CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena ligera que comprenden las
secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 8-10, respectivamente,

(b) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en el tumor desde el primer punto temporal por
inmunohistoquimica,

(c) detectar la expresion de la proteina GITR en el tumor GITR positivo en un segundo punto temporal después de
iniciar la inmunoterapia anti-GITR usando el mismo anticuerpo de la etapa (a),

(d) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en el tumor desde el segundo punto temporal por
inmunohistoquimica;

(e) comparar los niveles de expresion de la proteina GITR determinados en el primer y segundo punto temporal,
en donde un nivel mas alto en el primer punto temporal en relacién con el segundo punto temporal es indicativo de
inmunoterapia anti-GITR eficaz, una puntuaciéon mas baja en el primer punto temporal en relacién con el segundo
punto temporal es indicativa de inmunoterapia anti-GITR ineficaz y una puntuacién sin cambios en el primer punto
temporal en relacion con el segundo punto temporal es indicativa de que la inmunoterapia anti-GITR se esta
estabilizando.

El anticuerpo anti-GITR usado para determinar el nivel de expresion de la proteina GITR de acuerdo con la presente

invencion es un anticuerpo que comprende las secuencias CDR de la region variable de cadena pesada y ligera
expuestas en las SEQ ID NO: 5-7 y 8-10, respectivamente. En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-GITR
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usado para determinar el nivel de expresién de la proteina GITR es un anticuerpo que comprende las secuencias de
la region variable de cadena pesada y ligera expuestas en las SEQ ID NO: 11 y 12, respectivamente o las secuencias
de cadena pesada vy ligera de longitud completa del anticuerpo 6G10 (un anticuerpo anti-GITR completamente
humano) expuestas en las SEQ ID NO: 13 y 14, respectivamente, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo se une de manera especifica a GITR humano. En determinadas realizaciones, la cadena pesada
carece de la lisina C-terminal. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo quimeérico que comprende las
regiones variables del anticuerpo 6G10, pero regiones constantes no humanas (p. €j., regiones constantes de raton),
p. €j., un anticuerpo 6G10 quimérico que comprende las secuencias de cadena pesada y ligera expuestas en las SEQ
ID NO: 15y 16, respectivamente. En determinadas realizaciones, la cadena pesada del anticuerpo quimérico carece
de la lisina C-terminal. En una realizacion preferida, la detecciéon de la expresion de GITR se realiza por
inmunohistoquimica, tal como se describe en el presente documento. En algunas realizaciones, el nivel de expresion
de la proteina GITR se determina usando un sistema de puntuacion seleccionado del grupo que consiste en: el sistema
de puntuacion H, el sistema de puntuacién Allred, un sistema AQUA® o un sistema de puntuacion automatizado, tal
como se describe en el presente documento.

En determinadas realizaciones, la inmunoterapia anti-GITR comprende administrar al paciente con cancer una
cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-GITR divulgado en el documento WO15187835, p. €j.,
anticuerpos que tienen las CDR de la region variable de cadena pesada y ligera, regiones variables de cadena pesada
y ligera o cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos 28F3, 19D3, 18E10, 3C3-1, 3C3-2, 2G6, 9G7-1, 9G7-2, 14E3,
19H8-1, 19H8-2, y/o 6G10, y variantes de los mismos. Las secuencias de los anticuerpos divulgados en la Solicitud
de Patente PCT N.° WO15187835 se proporcionan en la Tabla 2 (véanse las SEQ ID NO: 5-14 y 27-228). El paciente
también se puede tratar con cualquier otro anticuerpo anti-GITR, p. ej., TRX518 (Leap Therapeutics), MK-4166
(Merck), LKZ-145 (Novartis), GWN-323 (Novartis Pharmaceuticals Corp.), Medi 1873 (Med-Immune), INBRX-110
(Inhibrx), proteina GITR-Fc (OncoMed) y anticuerpos descritos en los documentos W02006105021, W02009009116,
W02011028683, US2014/0072565, US20140072566, US20140065152, WO2015031667, WO15184099,
W02015184099 o WO2016054638.

En determinadas realizaciones, el estado de un tumor que expresa GITR se puede monitorizar de forma repetida
después del diagnéstico inicial (es decir, después de determinar que el tumor es GITR positivo), tal como un mes
después del diagndstico inicial, dos meses después del diagndstico inicial, tres meses después del diagndstico inicial,
cuatro meses después del diagnostico inicial, cinco meses después del diagndstico inicial, seis meses después del
diagnéstico inicial, un afio después del diagnostico inicial, etc. En otras realizaciones, la eficacia de la inmunoterapia
anti-GITR contra un tumor que expresa GITR se puede monitorizar de manera repetida después de iniciar la
inmunoterapia anti-GITR, tal como un mes después del inicio de la terapia, dos meses después del inicio de la terapia,
tres meses después del inicio de la terapia, cuatro meses después del inicio de la terapia, cinco meses después del
inicio de la terapia, seis meses después del inicio de la terapia, un afo después del inicio de la terapia, etc.

Kits de Diagnéstico

En el presente documento se proporcionan kits que incluyen los anticuerpos de diagnéstico anti-GITR descritos en el
presente documento y las instrucciones de uso. El kit de la invencion comprende un anticuerpo que comprende las
secuencias CDR de la region variable de cadena pesada y ligera expuestas en las SEQ ID NO: 5-7 y 8-10,
respectivamente, e instrucciones de uso. En algunas realizaciones, el kit comprende un anticuerpo que comprende
las secuencias de la regién variable de cadena pesada y ligera expuestas en las SEQ ID NO: 11y 12, respectivamente,
en donde el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo se une de manera especifica a GITR humano o
las secuencias de cadena pesada y ligera de longitud completa del anticuerpo 6G10 expuestas en las SEQ ID NO: 13
y 14, respectivamente. En determinadas realizaciones, la cadena pesada carece de la lisina C-terminal. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-GITR es un anticuerpo quimérico que comprende las regiones variables del anticuerpo
6G10, pero regiones constantes no humanas (p. €j., regiones constantes de ratén), p. €j., un anticuerpo quimérico que
comprende las secuencias de cadena pesada y ligera expuestas en las SEQ ID NO: 15 y 16, respectivamente. En
determinadas realizaciones, la cadena pesada del anticuerpo quimérico carece de la lisina C-terminal. En
determinadas realizaciones, el anticuerpo comprende un marcador detectable, p. ej., un conjugado anticuerpo-
marcador. Dichos kits pueden comprender al menos un reactivo adicional. Por ejemplo, en determinadas realizaciones,
los kits comprenden tampones, estabilizantes, sustratos, reactivo de inmunodeteccion (p. €j., anticuerpos secundarios
para su uso en inmunohistoquimica) y/o cofactores necesarios para el ensayo. En determinadas realizaciones, el
anticuerpo y, opcionalmente, los reactivos, estan adecuadamente divididos en partes alicuotas. En determinadas
realizaciones, el kit comprende un medio para obtener la muestra biolégica de un paciente con cancer. Tales medios
pueden comprender, por ejemplo, reactivos que se pueden usar para obtener muestras de liquido o tejido del paciente
con cancer.

La presente divulgacion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos.
Ejemplos

Ejemplo 1: Generacion del anticuerpo 6G10
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El anticuerpo anti-GITR 6G10 humano se generd durante el curso de la inmunizacion de ratones transgénicos
HuMAb® ("HuMAb" es una marca comercial de Medarex, Inc., Princeton, Nueva Jersey) y ratones KM (la cepa KM
Mouse® contiene el transcromosoma SC20 como se describe en la Publicacion PCT WO 02/43478) y la exploracion
de fusiones de anticuerpos que se unieron a GITR (véase la Solicitud PCT n.° PCT/US15/33991, presentada al mismo
tiempo). La secuenciacion del ADNc identific6 una cadena pesada y una ligera para el anticuerpo 6G10. Las
secuencias de aminoacidos de la region variable y el isotipo del anticuerpo 6G10 se exponen en las Figuras 1-4 y en
la Tabla 2.

Ejemplo 2: Propiedades de unién del anticuerpo 6G10

Biacore determiné la union del anticuerpo 6G10 a GITR soluble. El anticuerpo 6G10 se capturd en chips recubiertos
con kappa humana (~ 5KRU; Southernbiotech) y el GITR humano recombinante (rHGITR/Fc: Los sistemas de | + D)
fluy6 a través del chip a concentraciones de 500 nM, 250 nM, 125 nM, 62 nM y 31 nM. La concentracion de captura
del anticuerpo/volumen fue de 2-40 pg/ml (5 pl a 10 yl/ min). El tiempo de asociacién del antigeno fue de 5 minutos a
15 ul/ min, el tiempo de disociacion del antigeno fue de 6 minutos y la regeneracion se realizé con HCI 50 mM/NaOH
50 mM (12 ul cada uno a 100 pl/ min). El 6G10 exhibié una Kp de 1,87 x 10° M para unirse a GITR humano soluble,
con una k, de 3,83 x 10° M-'s™ y una kq de 7,15 x 10s™.

Ejemplo 3: Inmunohistoquimica del tejido canceroso con un anticuerpo quimérico 6G10

Se utilizaron dos técnicas de inmunohistoquimica (IHC, por sus siglas en inglés) para detectar GITR en secciones de
tejido: un método IHC se realiz6 en secciones de tejido fijadas con formol embebidas en parafina (FFPE) y el otro se
realizé en secciones de tejido congelado.

Se han probado varios anticuerpos anti-GITR en estos métodos IHC y 6G10 fue consistentemente mejor.

Para detectar la expresion de GITR en tejidos humanos, se prepard una forma marcada con fluoresceina del anticuerpo
6G10 y se designo 6G10-FITC. Para seguir desarrollando un método facil y clinico, el anticuerpo 6G10 se modificé
por ingenieria en un formato IgG2a quimérico de ratén y se optimizé para inmunohistoquimica automatizada usando
la plataforma Leica BondRX. Las secuencias de cadena pesada y ligera del anticuerpo quimérico 6G10 se exponen
en las Figuras 5 y 6, respectivamente, y en la Tabla 2. La cadena pesada puede o no contener una lisina C-terminal.

Brevemente, los portaobjetos se desparafinaron y rehidrataron siguiendo procedimientos histoldgicos habituales, y se
sometieron a HIER (recuperacion de antigeno inducida por calor) de forma manual con tampén de recuperacion diana
de pH6 (Dako) durante 10 minutos a 110 °C usando la Camara Decloaking (BioCare Medical). Los portaobjetos se
cargaron después en el tefiidor de inmunohistoquimica automatico BondRX de Leica. Las secciones de tejido se
incubaron con el anticuerpo quimérico 6G10 a 0,5 ug/ml durante 60 minutos, seguido de la deteccidn con el sistema
de deteccion Bond Polymer Refine de Leica (DS9800) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las
secciones de tejido se incubaron con un enlazador anti-ratén de conejo (Leica) durante 30 minutos y el polimero
Novolink Max (Leica) durante 30 minutos. Finalmente, los portaobjetos se hicieron reaccionar con una solucion de
sustrato DAB- cromogeno durante 6 minutos. Los portaobjetos se tifieron después con hematoxilina de Mayer, se
deshidrataron, se aclararon y se taparon con un cubreobjetos con Permount después del procedimiento histolégico
habitual. Se uso el bloque de proteina Dako complementado con Hu-gamma-globulinas al 0,5 % (Sigma) para bloquear
la unién no especifica y PBS complementado con gammaglobulinas humanas al 0,5 % y se us6 BSA al 0,5 % como
diluyente para los anticuerpos tanto primarios como secundarios.

Para hacer un perfil de los linfocitos infiltrantes de tumores (TIL), se usaron anticuerpos monoclonales comerciales
para CD3 (marcador de linfocitos T) y FoxP3 (marcador de linfocitos T reguladores) para tefiir secciones adyacentes.
Como anticuerpos de control negativo, se usaron IgG2a anti-KLH humana quimérica de ratén modificada por ingenieria
propia e IgG1 de raton comercial. Se usaron como controles positivos células HEK-293T que expresan GITR humano
de manera estable y secciones de tejido de amigdalas hiperplasicas humanas. Se compraron muestras de tejido FFPE
de 5 tipos de tumores de proveedores de tejidos comerciales, con 13-26 casos para cada tipo de tumor.

Después de la inmunotincion, los portaobjetos se examinaron con un microscopio 6ptico. Para la puntuacion de GITR
y TIL, se realizé un analisis automatizado y cuantitativo usando el programa informatico de analisis por imagenes
Aperio® ScanScope y HALO ™ en el portaobjetos completo. Se tomaron imagenes representativas con Aperio
ScanScope o con la camara de microscopio digital Olympus DP71.

La Tabla 1 resume la distribucion de los TIL GITR positivos en carcinoma de cuello de uUtero (CC, por sus siglas en
inglés), melanoma (Mel), carcinoma hepatocelular (HCC, por sus siglas en inglés), carcinoma colorrectal (CRC, por
sus siglas en inglés) y carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC, por sus siglas en inglés). Una
puntuacion manual de 13 a 26 casos mediante la estimacion del nimero de células positivas con un objetivo de
microscopio de 20x. Minima, < 1 células por campo de objetivo de 20x; Leve, 1 ~ < 10 células por campo de objetivo
de 20x; Moderada, 10- < 50 células por campo de objetivo de 20x; Acentuada, 50 ~ < 200 células por objetivo de 20x;
Intensa, > 200 células por campo de objetivo de 20x. Al menos 1/3 de toda la seccién del tumor cumplié con los criterios
anteriores.
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Tabla 1.
Intensidad | Carcinoma de |Melanoma |Carcinoma Carcinoma Carcinoma de
de tincion |cuello de utero |(n=17) hepatocelular (n=25) | colorrectal células escamosas
(n=24) (n=26) de cabeza y cuello
(n=13)
Minima 0% 6 % 8 % 12% 15 %
Leve 0% 24 % 16 % 15 % 23 %
Moderada |58 % 29 % 36 % 46 % 38 %
Acentuada |33 % 29 % 40 % 27 % 24 %
Intensa 8 % 12% 0% 0% 0%

En la amigdala hiperplasica, se distribuyeron células positivas fuertes dispersas en la region interfolicular y el centro
germinal, asi como linfocitos infiltrantes dispersos por el epitelio. Hubo una tendencia a distribuir mas células positivas
en grupos focales de MNC debajo del epitelio. Los TIL CD3+ estaban presentes en todas las muestras de cancer
examinadas, aunque la cantidad vari6 entre los canceres y la distribucion dentro del mismo tejido fue heterogénea.
Los TIL CD8+ estaban presentes en la gran mayoria de los tejidos. En los canceres multiples examinados, la tincion
GITR positiva estuvo presente en una pequefa fraccion de TIL. En general, la abundancia de células GITR + fue
proporcional a la de los TIL. Los TIL GITR positivos fueron abundantes en el carcinoma de cuello de utero (CC),
melanoma (Mel) y carcinoma hepatocelular (HCC), y también se observd alguna tincion en el carcinoma colorrectal
(CCR) y en el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC), entre los cuales el carcinoma de cuello
de utero de células escamosas mostro la tincion mas abundante.

También se observo tincion GITR positiva en células tumorales en NSCLC (carcinoma de pulmdn no microcitico), CC,
HNSCC y HCC (Figura 7). En NSCLC y CC, la especificidad de la tincion se confirmé por el desplazamiento completo
de la tincidn tras la incubacion con proteina de fusion GITR.

La inmunohistoquimica también se realizé6 en muestras de tejido congelado. Las secciones de criostato a 5 pm se
fijaron con acetona durante 10 minutos y se inmunotifieron usando un método de inmunoperoxidasa indirecta a
temperatura ambiente. Para la tincion con anticuerpo monoclonales de CD3 (marcador de linfocitos T), CD8 (marcador
de linfocitos T citotoxicos) y FoxP3 (marcador de linfocitos T reguladores), los portaobjetos se fijaron adicionalmente
con NBF al 10 % durante 2 minutos. Para la tincién con 6G10-FITC y HulgG2-FITC, los portaobjetos se sumergieron
en NBF al 10 % durante 1 minuto. El bloque de peroxidasa suministrado con el sistema EnVision+ y el bloque de
proteina Dako complementado con gammaglobulinas humanas al 0,5 % se usaron para determinar la actividad de
peroxidasa enddgena y los bloques de unién no especificos, respectivamente. Se aplicaron anticuerpos primarios
(6G10-FITC a 5 pg/ml, CD3 a 1:100, CD8 a 1:100 o FoxP3 a 5 o 10 pg/ml) o un anticuerpo de control de isotipo
(HulgG2-FITC a 5 pg/ml) a las secciones y se incubaron durante 1 hora. El sistema EnVison+ para IgG de ratén o
conejo se us6 como sistema de deteccion. Para 6G10-FITC y su control de isotipo HulgG2-FITC, se us6 anticuerpo
anti-FITC de conejo (5 uyg/ml) como anticuerpo puente. Finalmente, los portaobjetos se hicieron reaccionar con la
solucién de sustrato DAB- cromégeno durante 6 minutos y después se contratifieron con hematoxilina de Mayer, se
deshidrataron, se aclararon y se taparon con un cubreobjetos con Permount usando procedimientos histoldgicos
habituales. Para los anticuerpos monoclonales de CD3, CD8 y FoxP3, se uso el bloque de proteina Dako como
diluyente, mientras que para 6G10-FITC y HulgG2-FITC, se usé PBS complementado con gammaglobulinas humanas
al 0,5 % y se us6 BSA al 0,5 % como diluyente para los anticuerpos primarios y secundarios. Se adquirieron muestras
de tejido congelado de 3 tipos de tumores de proveedores de tejidos comerciales.

Se observaron diferentes cantidades de TIL GITR+ en los 3 tipos de tumores. FoxP3 estaba presente en un pequefio
subconjunto de TIL. También se observo la tincion de un subconjunto de células tumorales con el anticuerpo anti-
GITR, y la especificidad de la tincién se confirmé por el desplazamiento completo de la tincion tras la incubacion con
la proteina de fusién GITR. La presencia de ARNm de GITR en células tumorales GITR también se observé mediante
RNAscope en las secciones congeladas, lo que confirma adicionalmente los resultados de IHC.

Estos resultados indican que el anticuerpo anti-GITR 6G10 puede detectar eficazmente la proteina GITR humana en
muestras de tejido fijadas y congeladas.
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Tabla 2: Tabla sumario de secuencias

SEQ |DESCRIPCION SECUENCIA
ID

1 isoforma 1 de GITR humano MAQHGAMGAFRALCGLALLCALSLGORPTGGPGCGPGRLLLG
TGTDARCCRVHTTRCCRDYPGEECCSEWDCMCVOPEFHCGDP
CCTTCRHHPCPPGOGVOSOGKFSFGFOCIDCASGTFSGGHEG
HCKPWTDCTQFGFLTVEPGNKTHNAVCVPGSPPAEPLGWLTV
VLLAVAACVLLLTSAQLGLHIWQLRSQCMWPRE TOLLLEVPP
STEDARSCOFPEEERGERSAEEKGRLGDLWY

2 isoforma 2 de GITR humano MAQHGAMGAFRALCGLALLCALSLGORPTGGPGCGPGRLLLG
TGTDARCCRVHTTRCCRDYPGEECCSEWDCMCVOPEFHCGDP
CCTTCRHHPCPPGOGVOSOGKE SFGFQCIDCASGTFSGGHEG
HCKPWTDCCWRCRRRPKTPEAAS SPRKSGASDRORRRGGWE T
CGCEPGRPPGPPTAASPSPGAPQAAGALRSALGRALLPWOOK
WVOEGGSDORPGPCSSAAAAGPCRRERETOSWPPSSLAGPDG
VGS

3 isoforma 3 de GITR humano MAQHGAMGAFRALCGLALLCALSLGORPTGGPGCGPGRLLLG
TGTDARCCRVHTTRCCRDYPGEECCSEWDCMCVQPEFHCGDP
CCTTCRHHPCPPGOGVQSQGKF SFGFQCIDCASGTFSGGHEG
HCKPWTDCTQFGFLTVFPGNKTHNAVCVPGSPPAEPLGWLTV
VLLAVAACVLLLTSAQLGLHIWQLRKTQLLLEVPPSTEDARS
COFPEEERGERSAEEKGRLGDLWV

4 porcion extracelular de GITR ORPTGGPGCGPGRLLLGTGTDARCCRVHTTRCCRDYPGEECC
humano maduro SEWDCMCVQPEFHCGDPCCTTCRHHPCPPGQGVQSQGKFESFEG

FQCIDCASGTFSGGHEGHCKPWTDCTQFGFLTVFPGNKTHNA
VCVPGSPPAEP

5 CDR1 de VH de 6G10 TYGMH

6 CDR2 de VH de 6G10 VTWYAGSNKFYADSVKG

7 CDR3 de VH de 6G10 GGSMVRGLYYYGMDV

8 CDR1 de VL de 6G10 RASQGISSALA

9 CDR2 de VL de 6G10 DASSLES

10 CDR3 de VL de 6G10 QQFNSYPYT

11 VH 6G10 QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGE TFSTYGMHWVRQAPG

KGLEWVAVTWYAGSNKEYADSVKGRETISRDNSKNTLYLOMN
SLRAEDTAVYYCARGGSMVRGLYYYGMDVWGQGTTVIVSS

12 |VL6G10 ATQOLTOSPSSLSASVGDRVTITCRASQGI SSALAWYQOKPGK

APKLLIYDASSLESGVPSRESGSGSGIDETLTISSLOPEDEA
TYYCQOFNSYPYTFGQGTKLEIK
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(continuacion)

SEQ
ID

DESCRIPCION

SECUENCIA

13

Cadena pesada de longitud
completa de 6G10

QVOLVESGGDVVQOPGRSLRLSCAASGETFSTYGMHWVRQAPG
KGLEWVAVTWYAGSNKEYADSVKGRETISRDNSKNTLYLOMN
SLRAEDTAVYYCARGGSMVRGLYYYGMDVWGQGTTVIVSSAS
TKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSG
ALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVD
HKPSNTKVDKIVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVELEPPKPKD
TLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVQENWYVDGVEVHNAKTKP
REEQFNSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIE
KTISKTKGOQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPS
DIAVEWESNGOPENNYKTTPPMLDSDGSEFLYSKLTVDKSRW
QOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

14

Cadena ligera de longitud completa
de 6G10

AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQOKPGK
APKLLIYDASSLESGVPSRESGSGSGIDETLTISSLOPEDEA
TYYCQOFNSYPYTFGQGTKLEIKRIVAAPSVEIFPPSDEQLK
SGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEN
RGEC

15

cadena pesada de longitud
completa de anticuerpo quimérico
6G10

La region constante esta subrayada

QVOLVESGGDVVQOPGRSLRLSCAASGETFSTYGMHWVRQAPG
KGLEWVAVTWYAGSNKEYADSVKGRETISRDNSKNTLYLOMN
SLRAEDTAVYYCARGGSMVRGLYYYGMDVWGQGTTVIVSSAK
TTAPSVYPLAPVCGDTTGSSVILGCLVKGYFPEPVTLTWNSG
SLSSGVHTEFPAVLOSDLYTLSSSVIVISSTWPSQSITCNVAH
PASSTKVDKKIEPRGPTIKPCPPCKCPAPNLLGGPSVE IFPP
KIKDVLMISLSPIVICVVVDVSEDDPDVQISWEVNNVEVHTA
QTOQTHREDYNSTLRVVSALPIQHQDWMSGKEEFKCKVNNKDLP
APIERTISKPKGSVRAPQVYVLPPPEEEMTKKQVTLTCMVTD
FMPEDIYVEWINNGKTELNYKNTEPVLDSDGSYFMYSKLRVE
KKNWVERNSYSCSVVHEGLHNHHTTKSFSRTPGK

16

cadena ligera de longitud completa
de anticuerpo quimérico 6G10

La region constante esta subrayada

AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQOKPGK
APKLLIYDASSLESGVPSRESGSGSGIDETLTISSLOPEDEA
TYYCQOFNSYPYTFGQGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLT
SGGASVVCELNNEYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNSWTIDQDS
KDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSEN
RNEC

17

Secuencia de nucledtidos de 6G10
(VH)

CAGGTGCAGCTGGTIGGAGTCTGGGGGAGACGTGGT
CCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTICCTGTGCAG
CGTCTGGATTCACCTTCAGTACCTATGGCATGCAC
TGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTG
GGTGGCAGTTACATGGTATGCTGGAAGTAATAAAT
TTTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATC
TCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCA
AATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTIGT
ATTACTGTGCGAGAGGAGGTAGTATGGTTICGGGGA
CITTATTATTACGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGG
GACCACGGTCACCGTCTCCTICA

27
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(continuacion)

SEQ |DESCRIPCION SECUENCIA
ID

18 iﬁ?awmdemmbm@“deeG“) GCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTC

TGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCC
GGGCAAGTCAGGGCATTAGCAGTGCTTTAGCCTGG
TATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCTCCTAAGCTCCT
GATCTATGATGCCTCCAGTTTGGAAAGTGGGGTCC
CATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAT
TTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGA
TTTTGCAACTTATTACTGTCAACAGTTTAATAGTT
ACCCGTACACTTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAG
ATCAAA

19 | Secuencia de nucledtidos de 6G10 | -AGETGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGGACACGTGGTCCAGCCT
I(gﬁgﬁﬂg Esr‘:‘;?;:)e tipo silvestre de | - -/ oG TCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACT
L& secuencia que codifica la region | CACTACCTATGECATGCACTGGGTICCGCCAGGCTCCAGGE
constante esta subrayada AAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGT TACATGGTATGCTGGAAGT

AATAAATTTTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATC
TCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAAC
AGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGA
GGAGGTAGTATGGTTCGGGGACTTTATTATTACGGTATGGAC
GTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCC
ACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGE
AGCACCTCCGAGAGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAG
GACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGC
GCTCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTACAG
TCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCC
TCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGAT
CACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGC
AAATGTTGTGTCGAGTGCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTG
GCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGAC
ACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTG
GTGGACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGG
TACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCA
CGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTTCCGTGTGGTCAGCGTC
CTCACCGTTGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTAC
AAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAG
AAAACCATCTCCAAAACCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAG
GTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAAC
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGC
GACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAAC
AACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCC
TTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGG
CAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCT
CTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCG
GGIAAA

28
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(continuacion)

SEQ | DESCRIPCION SECUENCIA
ID
20 | Secuencia de nuclectidos 6G10 GCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCT

(cadena ligera de tipo silvestre de

. GTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGC
longitud completa)

ATTAGCAGTGCTTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAA
La secuencia que codifica la region |  gorcCTAAGCTCCTGATCTATGATGCCTCCAGT TTGGAAAGT
constante esta subrayada GGGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAT
TTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCA
ACTTATTACTGTCAACAGTTTAATAGTTACCCGTACACTTTT
GGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCA
CCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGT TGAAA
TCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTAT
CCCAGAGAGGCCAAAGTACAGIGGAAGGTGGATAACGCCCTC
CAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGIGTCACAGAGCAGGACAGC
AAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGE
AAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTC
ACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAAC
AGGGGAGAGTGT

21 | cadena pesada 6G10 quimericala | xceTGCAGCTGETGGAGTCTGEGGGAGACGTGGTCCAGCCT
zgﬁgfa”n‘f[f S:tg gﬂgf;,i Laareg'on GGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGAT TCACE

TTCAGTACCTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGET
AAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGT TACATGGTATGCTGGAAGT

AATAAATTTTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATC
TCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAAC
AGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGA
GGAGGTAGTATGGTTICGGGGACTTTATTATTACGGTATGGAC
GTICTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTICCTCAGCCAAA
ACAACAGCCCCATCGGICTATCCGCTAGCCCCTGIGTGTGGA
GATACAACTGGCICCTCGGTIGACTCTAGGATGCCTGCTCAAG
GGTITATTTCCCTIGAGCCAGTGACCTTGACCTGGAACTCTGGA
TCCCTGTCCAGTGGTIGTGCACACCTITCCCAGCTGTCCTGCAG
TCTGACCTCTACACCCTCAGCAGCTICAGTGACTGTAACCICG
AGCACCTGGCCCAGCCAGTICCATCACCTGCAATGTGGCCCAC
CCGGCAAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGAGCCCAGA
GGGCCCACAATCAAGCCCIGTCCTCCATGCAAATGCCCAGCA
CCTAACCTCTTGGGTGGACCATCCGTCTITCATCTICCCTCCA
AAGATCAAGGATGTACTCATGATCTCCCIGAGCCCCATAGIC
ACATGTIGTGGTGGTGGATGTGAGCGAGGATGACCCAGATGIC
CAGATCAGCTGGTTTIGTGAACAACGTGGAAGTACACACAGCT
CAGACACAAACCCATAGAGAGGATTACAACAGTACTCTICCGG
GTIGGTCAGTGCCCTCCCCATCCAGCACCAGGACTGGATGAGT
GGCAAGGAGTTCAAATGCAAGGTCAACAACAAAGACCTICCCA
GCGCCCATCGAGAGAACCATCTCAAAACCCAAAGGGTCAGTA
AGAGCTCCACAGGTATATGTCTITGCCTCCACCAGAAGAAGAG
ATGACTAAGAAACAGGTCACTCTGACCTGCATGGTCACAGAC
TTCATGCCTGAAGACATTTACGTGGAGTIGGACCAACAACGGG
AAAACAGAGCTAAACTACAAGAACACTGAACCAGTICCIGGAC
TCTIGATGGTITCTITACTTCATGTACAGCAAGCTGAGAGTGGAA
AAGAAGAACTGGGTGGAAAGAAATAGCTACTCCTIGTTCAGTG
GTCCACGAGGGTCTGCACAATCACCACACGACTAAGAGCTTC
TCCCGGACTCCGGGTAAATGA
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(continuacion)

SEQ
ID

DESCRIPCION

SECUENCIA

22

cadena ligera quimérica 6G10

La secuencia que codifica la region
constante esta subrayada

GCCATCCAGTTGACCCAGTCTICCATCCICCCTGICTGCATICT
GTAGGAGACAGAGTCACCATCACTIGCCGGGCAAGTCAGGGC
ATTAGCAGTGCTITAGCCIGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAA
GCTICCTAAGCTCCTGATCTATGATGCCICCAGTTTGGAAAGT
GGGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAT
TTCACTICTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTITGCA
ACTTATTACTGTCAACAGTITTAATAGTTACCCGTACACTTTIT
GGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAACGGGCTGATGCTGCA
CCAACTGTATCCATCTTCCCACCATCCAGTGAGCAATTGACA
TCTIGGAGGTIGCCTICAGTICGTGTIGCTITCTITGAACAACTTCTAC
CCCAAAGACATCAATGTCAAGTGGAAGATTGATGGCAGTGAA
CGACAAAATGGCGTCCTGAACAGTIGGACCGATCAGGACAGC
AAAGACAGCACCTACAGCATGAGCAGCACCCTICACGTIGACC
AAGGACGAGTATGAACGACATAACAGCTATACCTGTGAGGCC
ACTCACAAGACATCAACTICACCCATTGTICAAGAGCTTICAAC
AGGAATGAGTGTTAG

23

region constante de cadena pesada
de IgG2 humana

ASTKGPSVEPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWN
SGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSNEGTQTYTCN
VDHKPSNTKVDKIVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVELEPPKP
KDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQENSTEFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGLPAP
IEKTISKTKGOQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPMLDSDGSEFELYSKLTVDKS
RWOOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

24

region constante de cadena ligera
kappa humana

RTIVAAPSVEIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWK
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKY

YACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

25

region constante de cadena pesada
de IgG2a de ratéon

AKTTAPSVYPLAPVCGDTTGSSVILGCLVKGYFPEPVTLTWN
SGSLSSGVHTFPAVLOSDLYTLSSSVIVISSTWPSQSITCNV
AHPASSTKVDKKIEPRGPTIKPCPPCKCPAPNLLGGPSVE IF
PPKIKDVLMISLSPIVICVVVDVSEDDPDVQISWEVNNVEVH
TAQTQTHREDYNSTLRVVSALPIQHODWMSGKEEFKCKVNNKD
LPAPIERTISKPKGSVRAPQVYVLPPPEEEMTKKQVTLTCMV
TDEFMPEDIYVEWTITNNGKTELNYKNTEPVLDSDGSYEFMYSKLR
VEKKNWVERNSYSCSVVHEGLHNHHTTKSESRTPGK

26

region constante de cadena ligera
de kappa de ratén

RADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCELNNEYPKDINVKWK
IDGSERONGVLNSWIDODSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNS
YTCEATHKTSTSPIVKSENRNEC

27

28F3 (VH)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGMHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYEGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGSMVRGDYYYGMDVWGQGTTVIVSS

28

28F3 (VL)

ATIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKAPKLL
IYDASSLESGVPSRESGSGSGIDETLTISSLQPEDFATYYCQQFNSY
PYTFGQGTKLEIK

30
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29

28F3 (cadena pesada de tipo
silvestre de longitud completa)

La region constante esta subrayada

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGMHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYEGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGSMVRGDYYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPA
PPVAGPSVFEFLEFPPKPKDTLMISRTIPEVICVVVDVSHEDPEVQENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNK
GLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPMLDSDGSEFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

30

28F3 (cadena ligera de tipo silvestre
de longitud completa) La region
constante esta subrayada

ATIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKAPKLL
IYDASSLESGVPSRESGSGSGIDETLTISSLQPEDFATYYCQQFNSY
PYTFGQGTKLEIKRTIVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

31

28F3.1gG1 (VH + IgG1)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGMHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYEGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGSMVRGDYYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKS
TSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKE
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

32

28F3.1gG1.1 (VH + IgG1.1)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGMHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYEGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGSMVRGDYYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKS
TSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPP
CPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKE
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK

VSNKALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLY
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

33

28F3.1gG1 (VL + CL)

ATIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKAPKLL
IYDASSLESGVPSRESGSGSGIDETLTISSLQPEDFATYYCQQFNSY
PYTFGQGTKLEIKRTIVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

34

CDR1 de VH de 28F3

SYGMH

35

CDR2 de VH de 28F3

VIWYEGSNKYYADSVKG

36

CDR3 de VH de 28F3

GGSMVRGDYYYGMDV

37

CDR1 de VL de 28F3

RASQGISSALA

38

CDR2 de VL de 28F3

DASSLES

39

CDR3 de VL de 28F3

QQFNSYPYT

31
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40

28F3 (VH + G2 (C219S)) 0 28F3-
IgG2-C219S

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGMHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYEGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGSMVRGDYYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPA
PPVAGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTIPEVICVVVDVSHEDPEVQENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNK
GLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPMLDSDGSEFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Ly

28F3 (VH + G2.g1) o 28F3-IgG2-
IgG1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGMHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYEGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGSMVRGDYYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPA
PELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKENWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGE
YPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

42

28F3 (VH + G2.g1.1) 0 28F3-IgG2-
IgG1.1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGMHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYEGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGSMVRGDYYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPA
PPVAGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTIPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK
ALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

43

28F3 (VH + G2(C219S).g1) 0 28F3-
IgG2-C219S-1gG1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGMHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYEGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGSMVRGDYYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPA

PELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKENWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGE
YPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

44

28F3 (VH + G2(C219S).g1.1) 0
28F3-1gG2-C219S-1gG1.1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGMHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYEGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGSMVRGDYYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTIVERKSCVECPPCPA
PPVAGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTIPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK
ALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

32
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(continuacion)

SEQ |DESCRIPCION SECUENCIA
ID
45 28F3 (VH) (SEQID NO: 13) con MRAWIFFLLCLAGRALAQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGETES
pegndozenalElpephdosenaleﬁa SYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGRE TI SRDNSKN
subrayado TLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGGSMVRGDY YYGMDVWGQGTTVIVSS
46 28F3 (VL) (SEQ ID NO: 14) con MRAWIFFLLCLAGRALAAIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIS
péptido sefial El péptido sefial esta SALAWYQQKPGKAPKLLIYDASSLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISS
subrayado LOPEDFATYYCQQFNSYPYTFGOGTKLEIK
47 28F3.19G1 (VH +1gG1) con péptido | MRAWIFFLLCLAGRALAQVOLVESGGGVVOPGRSLRLSCAASGETES
sefal SYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGRE TI SRDNSKN
El péptido sefial y la region TLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGGSMVRGDY YYGMDVWGQGTTVTVSS
constante estan subrayados ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTY ICNVNHKP SNTKV
DKRVEPKSCDKTHT CPPCPAPELLGGPSVE LFPPKPKDTLMI SRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVKENWY VDGVEVHNAK TKPREEQYNS TYRVVSY
LTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT I SKAKGOPREPQVYTLP
PSREEMTKNQVSLTCLVKGE YPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVE SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
48 | 28F3.19G1.1 (VH +1gG1.1) con MRAWIFFLLCLAGRALAQVOLVESGGGVVOPGRSLRLSCAASGFTE'S
peptido sefal SYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYEGSNKYYADSVKGRE TI SRDNSKN
El péptido sefial y la region TLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGGSMVRGDY YYGMDVWGQGTTVTVSS
constante estan subrayados ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTY ICNVNHKP SNTKV
DKRVEPKSCDKTHT CPPCPAPEAEGAPSVE LFPPKPKDTLMI SRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAK TKPREEQYNS TYRVVSVY
LTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPSS IEKT I SKAKGOPREPQVYTLP
PSREEMTKNQVSLTCLVKGE YPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVE SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
49 | 28F3.1gG1 (VL+CL) con peptido MRAWIFFLLCLAGRALAAIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGLS
sefal SALAWYQQKPGKAPKLLIYDASSLESGVPSRFSGSGSGTDETLTISS
El péptido sefial y la region LOPEDFATYYCQQOFNSYPYTFGOGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
constante estan subrayados LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS
TYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC
50 19D3 (VH) OVOLVESGGGVVOPGRSLRLSCAASGFTESSYGFHWVROAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKEYADSVKGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVIVSS
51 19D3 (VL) DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIS SWLAWYQQKPEKAPKSL
IYAASSLOSGVE
SRFSGSGSGIDFTLTISSLOPEDFATYYCQQYNSYPYTFGQGTKLE L
K
52 19D3 (cadena pesada de tipo

silvestre de longitud completa)
La region constante esta subrayada

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGEFHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKFYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRST
SESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAP
PVAGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVQENWYVD
GVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKG
LPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSEFLYSKLTVDKSRWQOGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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53

19D3 (cadena ligera de tipo silvestre
de longitud completa) La region
constante esta subrayada

DIOMTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQGISSWLAWYQQKPEKAPKSL
IYAASSLQSGVPSRESGSGSGIDETLTISSLQPEDFATYYCQQYNSY
PYTFGQGTKLEIKRTIVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTIEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

54

19D3.1gG1 (VH + IgG1)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGEFHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKFYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPSSKST
SGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPC
PAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK
GEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

55

19D3.IgG1.1 (VH + IgG1.1)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGEFHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKFYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPSSKST
SGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPC
PAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK
GEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

56

19D3.1gG1 (VL + CL)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQGISSWLAWYQQKPEKAPKSL
IYAASSLQSGVPSRESGSGSGIDETLTISSLQPEDFATYYCQQYNSY
PYTFGQGTKLEIKRTIVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

57

CDR1 de VH de 19D3

SYGFH

58

CDR2 de VH de 19D3

VIWYAGSNKFYADSVKG

59

CDR3 de VH de 19D3

GGQLDYYYYYVMDV

60

CDR1 de VL de 19D3

RASQGISSWLA

61

CDR2 de VL de 19D3

AASSLQS

62

CDR3 de VL de 19D3

QQYNSYPYT

63

19D3 (VH + G2(C219S)) 0 19D3-
IgG2-C219S

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGEFHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKFYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRST
SESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPAP
PVAGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVQENWYVD
GVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKG
LPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSEFLYSKLTVDKSRWQOGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

34
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64

19D3 (VH + G2.g1) o 19D3-IgG2-
IgG1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGEFHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKFYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRST
SESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAP
ELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTIPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

65

19D3 (VH + G2.g1.1) 0 19D3-IgG2-
IgG1.1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGEFHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKFYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRST
SESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAP
PVAGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFLYSKLTVDKSRWQOGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

66

19D3 (VH + G2(C219S).g1) o 19D3-
IgG2-C219S-IgG1

QVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGETFSSYGEHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKFYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRST
SESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPAP
ELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTIPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

67

19D3 (VH + G2(C219S).g1.1) 0
19D3-IgG2-C219S-1gG1.1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGEFHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKFYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRST
SESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPAP
PVAGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFLYSKLTVDKSRWQOGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

68

19D3 (VH + G2(C219S)) 0 19D3-
IgG2-C219S

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGEFHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKFYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRST
SESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPAP
PVAGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVQENWYVD
GVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKG
LPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSEFLYSKLTVDKSRWQOGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

35
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69

19D3 (VH + G2.g1) o 19D3-IgG2-
IgG1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGEFHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKFYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRST
SESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAP
ELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTIPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

70

19D3 (VH + G2.g1.1) 0 19D3-IgG2-
IgG1.1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGEFHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKFYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRST
SESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAP
PVAGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKENWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFLYSKLTVDKSRWQOGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

71

19D3 (VH + G2(C219S).g1) o 19D3-
IgG2-C219S-IgG1

QVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGETFSSYGEHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKFYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRST
SESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPAP
ELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTIPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

72

19D3 (VH + G2(C219S).g1.1) 0
19D3-IgG2-C219S-1gG1.1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGEFHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKFYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGQLDYYYYYVMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRST
SESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPAP
PVAGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFLYSKLTVDKSRWQOGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

73

18E10 (VH)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGMHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGRIAVAFYYSMDVWGQGTTVIVSS

74

18E10 (VL)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQGISSWLAWYQQKPEKAPKSL
IYAASSLQSGVPSRESGSGSGIDETLTISSLQPEDFATYYCQQYNSY
PYTFGQGTKLEIK

36
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ID

75 18E10 (cadena pesada de tipo QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEW
silvestre de longitud completa) VAVIWYAGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY

Lare@énconﬁank;eﬁésungada YCARGGRIAVAFYYSMDVWGQGTTVTIVSSASTKGPSVEFPLAPCSRST
SESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYSL
SSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAP
PVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQENWYVD
GVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKG
LPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYD
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

76 18E10 (cadena ligera de tipo DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGLS SWLAWYQQOKPEKAPKSL
silvestre de longitud completa) IYAASSLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYNSY
La region constante esta subrayada PYTFGQGTKLEIKRIVAAPSVF IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYP
REAKVOWKVDNALQSGNSQESVIEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLS SPVTKSFNRGEC

7 18E10.19G1 (VH + 1gG1) OVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYCMHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKY YADSVKGRETISRDNSKNTL YLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGRIAVAFYYSMDVWGQGTTVTVSSASTXKGPSVEPLAPSSKST
SGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTOTY ICNVNHKP SNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPC
PAPELLGGPSVFLE

PPXPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSREEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFELYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHENHYTOKSLSLSPG

78 18E10.I9G1.1 (VH +19G1.1) QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGMHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGRIAVAFYYSMDVWGQGTTIVIVSSASTKGPSVFPLAPSSKST
SGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPC
PAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK
GEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

79 18E10.I9G1 (VL + CL) DIOMTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQGISSWLAWYQQKPEKAPKSL
IYAASSLQSGVPSRESGSGSGIDETLTISSLQPEDFATYYCQQYNSY
PYTFGQGTKLEIKRTIVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

80 CDR1 de VH de 18E10 SYGMH

81 CDR2 de VH de 18E10 VIWYAGSNKYYADSVKG
82 CDR3 de VH de 18E10 GGRIAVAFYYSMDV

83 CDR1 de VL de 18E10 RASQGISSWLA

84 CDR2 de VL de 18E10 AASSLQS

85 CDR3 de VL de 18E10 QQYNSYPYT
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86

18E10 (VH + G2(C219S)) o 18E10-
IgG2-C219S

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGMHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGRIAVAFYYSMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRST
SESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPAP
PVAGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVQENWYVD
GVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKG
LPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSEFLYSKLTVDKSRWQOGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

87

18E10 (VH + G2.g1) o 18E10-IgG2-
IgG1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGMHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGRIAVAFYYSMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRST
SESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAP
ELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTIPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

88

18E10 (VH + G2.g1.1) o 18E10-
1gG2-1gG1.1

QVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGETFSSYGMHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGRIAVAFYYSMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRST
SESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAP
PVAGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFLYSKLTVDKSRWQOGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

89

18E10 (VH + G2(C219S).g1) 0
18E10-IgG2-C219S-1gG1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGMHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGRIAVAFYYSMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRST
SESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPAP
ELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTIPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

90

18E10 (VH + G2(C219S).g1.1) 0
18E10-IgG2-C219S-1gG1.1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESSYGMHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGRIAVAFYYSMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRST
SESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPAP
PVAGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFLYSKLTVDKSRWQOGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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(continuacion)

SEQ
ID

DESCRIPCION

SECUENCIA

91

3C3 (VH)

QVOLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSESGYYWIWIRQPPGKGLEW
IGKINHSGNTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYY
CARLGAFDAFDIWGQGTMVIVSS

92

3C3 (VL1)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQGISSWLAWYQQKPEKAPKSL
IYAASSLQSGVPSRESGSGSGIDETLTISSLQPEDFATYYCQQYNSY
PYTFGQGTKLEIK

93

3C3 (VL2)

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQGVSSYLAWYQQKPGQAPRLL
IYDASNRATGIPARFSGSGPGIDEFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNW
HTFGQGTKLEIK

94

3C3 (cadena pesada de tipo
silvestre de longitud completa)

La region constante esta subrayada

QVOLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSESGYYWIWIRQPPGKGLEW
IGKINHSGNTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYY
CARLGAFDAFDIWGQGTMVIVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTIV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELL
GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVE
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

95

3C3 L1 (cadena ligera de tipo
silvestre de longitud completa 1)

La region constante esta subrayada

DIOMTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQGISSWLAWYQQKPEKAPKSL
IYAASSLQSGVPSRESGSGSGIDETLTISSLQPEDFATYYCQQYNSY
PYTFGQGTKLEIKRIVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTIEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

96

3C3 L2 (cadena ligera de tipo
silvestre de longitud completa 2)

La region constante esta subrayada

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQGVSSYLAWYQQKPGQAPRLL
IYDASNRATGIPARFSGSGPGIDEFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNW
HTFGQGTKLEIKRIVAAPSVEIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPR
EAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

97

3C3.1gG1 (VH + IgG1)

QVOLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSESGYYWIWIRQPPGKGLEW
IGKINHSGNTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYY
CARLGAFDAFDIWGQGTMVIVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTIV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELL
GGPSVFELFE
PPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVY
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK
GEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

98

3C3.19G1.1 (VH + IgG1.1)

QVOLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSESGYYWIWIRQPPGKGLEW
IGKINHSGNTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYY
CARLGAFDAFDIWGQGTMVIVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTIV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAE
GAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGY
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
SSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNVE
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

39
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(continuacion)

SEQ | DESCRIPCION SECUENCIA

ID

99 | 3C3.1gG1 (VL1 +CL) DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKAPKSL
IYAASSLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQYNSY
PYTFGOGTKLEIKRTVAAPSVEF IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYP
REAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

100 | 3C3IgG1.2 (VL2 + CL) EIVLTQOSPATLSLSPGERATLSCRASQGVSSYLAWY QOKPGOAPRLL
IYDASNRATGIPARFSGSGPGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQORSNW
HTFGOGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPR
EAKVOWKVDNALQOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHOGLSSPVIKSFNRGEC

101 CDR1 de VH de 3C3 GYYWT

102 | CDR2 de VH de 3C3 KINHSGNTNYNPSLKS

103 CDR3 de VH de 3C3 LGAFDAFDI

104 CDR1 de VL1 3C3 RASQGISSWLA

105 CDR2 de VL1 3C3 AASSLQS

106 CDR3 de VL1 3C3 QQYNSYPYT

107 CDR1de VL2 3C3 RASQGVSSYLA

108 CDR2 de VL2 3C3 DASNRAT

109 CDR3 de VL2 3C3 QQRSNWHT

110

3C3 (VH + G2) 0 3C3-1gG2

QVOLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSESGYYWIWIRQPPGKGLEW
IGKINHSGNTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYY
CARLGAFDAFDIWGQGTMVIVSSASTKGPSVEPLAPCSRSTSESTAA
LGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIV
PSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPS
VELEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQENWYVDGVEVHN
AKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPTE
KTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSEFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

111

3C3 (VH + G2(C219S)) o0 3C3-1gG2-
C219S

QVOLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSESGYYWIWIRQPPGKGLEW
IGKINHSGNTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYY
CARLGAFDAFDIWGQGTMVIVSSASTKGPSVEPLAPCSRSTSESTAA
LGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTIV
PSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPS
VELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQEFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIE
KTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSEFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG
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(continuacion)

SEQ |DESCRIPCION SECUENCIA
ID

112 1 3C3 (VH + G2.g1) 0 3C3-lgG2-1gG1 OVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGY YWTWIRQPPGKGLEW
IGKINHSGNTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYY
CARLGAFDAFDIWGQGTMVIVSSASTKGPSVEPLAPCSRSTSESTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPELLGGPE
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPT

EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG

113 | 3C3 (VH + G2.g1.1) 0 3C3-IgG2- OVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGY YWTWIROPPGKGLEW
19G1.1 IGKINHSGNTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYY
CARLGAFDAFDIWGOGTMVTVSSASTKGPSVEPLAPCSRSTSESTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL TSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSNFGTQTY TCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPS
VFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPSSTE
KTTSKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL TCLVKGEYPSDIAVE
WESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL TVDKSRWOQGNVESCSV

MHEALHNHYTQXSLSLSPG
114 | 3C3 (VH + G2(C219S).g1) 0 3C3- OVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGYYWTWIRQPPGKGLEW
I9G2-C219S-1gG1 IGKINHSGNTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLS SVTAADTAVYY

CARLGAFDAFDIWGQGTMVIVSSASTKGPSVEPLAPCSRSTSESTAA
LGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTIV
PSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPAPELLGGP
SVFLEFPPKPKDTLMISRIPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPT
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG

115 | 3C3 (VH + G2(C2198).91.1) 0 3C3- |  y0o1,00WGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGY YWTWI ROPPGKGLEW
19G2-C219S-1gG1.1 TGKINHSGNTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYY
CARLGAFDAFDIWGOGTMVTVSSASTKGPSVEPLAPCSRSTSESTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL TSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSNFGTOTY TCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPS
VFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPSSTE
KTTSKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL TCLVKGEYPSDIAVE
WESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL TVDKSRWOQGNVESCSV
MHEALHNHYTOKSLSLSPG

116 | 2G6 (VH) OVOLVESGGGVVOPGGSLRLSCAASGE I LSDY GMHWVROAPGKGLEW
VTVIWYDGSNKFYVDSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNS LRVEDTAVY
YCARGGRLATGHFY YVMDVWGOGT TVTVSS

117 | 2G6 (VL) DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIS SWLAWYQQKPEKAPKSL
IYAASSLOSGVPSREFSGSGSGTDF TLTISSLOPEDFATYYCQQYNSY
PYTFGQGTKLEIX
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(continuacion)

SEQ |DESCRIPCION SECUENCIA

ID

118 | 2G6 (cadena pesada de tipo QVOLVESGGGVVOPGGSLRLSCAASGE I LSDYGMHWVRQAPGKGLEW
silvestre de longitud completa) VIVIWYDGSNKFYVDSVKGRETISRDNSKNTLYLOMNS LRVEDTAVY

La region constante esta subrayada | vCARGGRLATGHFYYVMDVWGOGTTVIVSSAS TKGPSVEFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT SGVHTFPAVLOSSGLYS
LSSVVTVPSSNEGTQT YTCNVDHKPSNTKVDK TVERKCCVECPPCPA
PPVAGP SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVOENWYY
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNK
GLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGQOPENNYKT TPPMLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQG
NVFSCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPGK

119 | 2G6 (cadena ligera de tipo silvestre DIQMTQOSPSSLSASVGDRVTITCRASQOGISSWLAWYQQKPEKAPKSL
de longitud completa) La regién IYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQYNSY
constante esta subrayada PYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVF IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVIEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK

HKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

120 | 2G6.lgG1 (VH +1gG1) OVOLVESGGGVVOPGGSLRLSCAASGF I LSDYGMAWVROAPGKGLEW
VIVIWYDGSNKFYVDSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRVEDTAVY
YCARGGRLATGHFYYVMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKS
TSGGTAALGCLVKDYFPEPVITVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPSVFLF
PPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK
GEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

121 | 2G6.1lgG1.1 (VH +1gG1.1) OVOLVESGGGVVOPGGSLRLSCAASGF I LSDYGMAWVROAPGKGLEW
VTVIWYDGSNKFYVDSVKGRFT I SRONSKNTLYLOMNSLRVEDTAVY
YCARGGRLATGHEYYVMDVHGOGT TVTVSSAS TKGPSVEPLAPSSKS
TSGETAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYS
LSSVVTVPSSSLETOTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCEP
CPAPEAEGAPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKE
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLAQDWLNGKEYKCK
VSNKALPSSIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLY
KGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKT TPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSR
WOOGNVFSCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPG

122 2G6.1gGl (VL + CL) DIOMTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQGISSWLAWYQQKPEKAPKSL
IYAASSLQSGVPSRESGSGSGIDETLTISSLQPEDFATYYCQQYNSY
PYTFGQGTKLEIKRTIVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

123 | CDR1 de VH de 2G6 DYGMH
124 CDR2 de VH de 2G6 VIWYDGSNKFYVDSVKG
125 | CDR3de VH de 2G6 GGRLATGHFYYVMDV
126 CDR1 de VL de 2G6 RASQGISSWLA

127 CDR2 de VL de 2G6 AASSLQS

128 CDR3 de VL de 2G6 QQYNSYPYT
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129

2G6 (VH + G2) 0 2G6-1gG2

QVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFILSDYGMHWVRQAPGKGLEW
VIVIWYDGSNKFYVDSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRVEDTAVY
YCARGGRLATGHEYYVMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPA
PPVAGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTIPEVICVVVDVSHEDPEVQENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNK
GLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPMLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

130

2G6 (VH + G2(C219S)) 0 2G6-
IgG2-C219S

QVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFILSDYGMHWVRQAPGKGLEW
VIVIWYDGSNKFYVDSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRVEDTAVY
YCARGGRLATGHEYYVMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS

LSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPA
PPVAGPSVFEFLEFPPKPKDTLMISRTIPEVICVVVDVSHEDPEVQENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNK
GLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPMLDSDGSEFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

131

2G6 (VH + G2.g1) 0 2G6-1gG2-1gG1

QVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFILSDYGMHWVRQAPGKGLEW
VIVIWYDGSNKFYVDSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRVEDTAVY
YCARGGRLATGHEYYVMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPA
PELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKENWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGE
YPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

132

2G6 (VH + G2.91.1) 0 2G6-1gG2-
IgG1.1

QVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFILSDYGMHWVRQAPGKGLEW
VIVIWYDGSNKFYVDSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRVEDTAVY
YCARGGRLATGHEYYVMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPA
PPVAGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTIPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK
ALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

133

2G6 (VH + G2(C219S).91) 0 2G6-
IgG2-C219S-IgG1

QVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFILSDYGMHWVRQAPGKGLEW
VIVIWYDGSNKFYVDSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRVEDTAVY
YCARGGRLATGHEYYVMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPA
PELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKENWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGE
YPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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134

2G6 (VH + G2(C219S).g1.1) 0 2G6-
IgG2-C219S-1gG1.1

QVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFILSDYGMHWVRQAPGKGLEW
VIVIWYDGSNKFYVDSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRVEDTAVY
YCARGGRLATGHEYYVMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTIVERKSCVECPPCPA
PPVAGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTIPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK
ALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

135

8A6 (VH)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGEFTESSYGMQWVRQAPGKGLEW
VAVIWYEGSNKYYADSVKGREFTISRENSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGLMVRGLEYYGMDVWGQGTTVTIVSS

136

8A6 (VL)

ATIQLTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQGISSALAWYQQKPGKAPKEL
IYDASSLESGVPSRESGSGSGIDETLTISSLQPEDFATYYCQQFNSY
PYTFGQGTKLEIK

137

8A6 (cadena pesada de tipo
silvestre de longitud completa)

La region constante esta subrayada

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGEFTESSYGMQWVRQAPGKGLEW
VAVIWYEGSNKYYADSVKGREFTISRENSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGLMVRGLEYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPA
PPVAGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTIPEVICVVVDVSHEDPEVQENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNK
GLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPMLDSDGSEFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

138

8A6 (cadena ligera de tipo silvestre
de longitud completa) La region
constante esta subrayada

ATIQLTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQGISSALAWYQQKPGKAPKEL
IYDASSLESGVPSRESGSGSGIDETLTISSLQPEDFATYYCQQFNSY
PYTFGQGTKLEIKRTIVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTIEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

139

8A6.IgG1 (VH + IgG1)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGEFTESSYGMQWVRQAPGKGLEW
VAVIWYEGSNKYYADSVKGREFTISRENSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGLMVRGLEYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKS
TSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKE
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

140

8A6.IgG1.1 (VH + IgG1.1)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGEFTESSYGMQWVRQAPGKGLEW
VAVIWYEGSNKYYADSVKGREFTISRENSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGLMVRGLEYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKS
TSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPP
CPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKE
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPSSIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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(continuacion)

SEQ | DESCRIPCION SECUENCIA
ID
141 | 8A6.IgGT (VL +CL) AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKAPKEFL

IYDASSLESGVPSRESGSGSGIDETLTISSLQPEDFATYYCQQFNSY
PYTFGQGTKLEIKRTIVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

142 CDR1 de VH de 8A6 SYGMQ

143 CDR2 de VH de 8A6 VIWYEGSNKYYADSVKG
144 CDR3 de VH de 8A6 GGLMVRGLFYYGMDV
145 CDR1 de VL de 8A6 RASQGISSALA

146 CDR2 de VL de 8A6 DASSLES

147 CDR3 de VL de 8A6 QQFNSYPYT

148 | 8A6 (VH + G2(C219S)) u 8A6-19G2- |  voLVESGGEVVOPGRSLRLSCTASGETESSYGMOWVROAPGKGLEW
C219S VAVIWYEGSNKY YADSVKGRETISRENSKNTL YLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGLMVRGLEYYGMDVWGQGTTVTIVSSAS TKGPSVEPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEPAVLOSSGLYS
LSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDK TVERKSCVECPPCPA
PPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVOENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQENSTFRVVSVL TVVHODWLNGKEYKCKVSNK
GLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKT TPPMLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPG

149 | 8A6 (VH + G2.91) u 8A6-19G2-19G1 |  yorLvESGEEVVOPGRSLRLSCTASGFTFS SYGMOWVROAPGKGLEW
VAVIWYEGSNKYYADSVKGRFT I SRENSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGLMVRGLEYYGMDVHGOGT TVTVSSAS TKGPSVEPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYS
LSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPA
PELLGGPSVELFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWY
VDGVEVHANAKTKPREEQYNS TYRVVSVL TVLHODWLNGKE YKCKVSN
KALPAPTEKT I SKAKGOPREPQVY TLPP SREEMTKNQVSLTCLVKGE
YPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQ
GNVF SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

150 | 8A6 (VH + G2.g1.1) u 8A6-IgG2- QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGFTFSSYGMOWVRQAPGKGLEW
IgG1.1 VAVIWYEGSNKY YADSVKGRETISRENSKNTL YLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGLMVRGLEYYGMDVWGQGTTVTIVSSAS TKGPSVEPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEPAVLOSSGLYS
LSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDK TVERKCCVECPPCPA
PPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT CVVVDVSHEDPEVKENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK
ALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKT TPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPG
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(continuacion)

SEQ
ID

DESCRIPCION

SECUENCIA

151

8A6 (VH + G2(C219S).g1) u 8A6-
IgG2-C219S-1gG1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGEFTESSYGMQWVRQAPGKGLEW
VAVIWYEGSNKYYADSVKGREFTISRENSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGLMVRGLEYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPA
PELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKENWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGE
YPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

152

8A6 (VH + G2(C219S).g1.1) u 8A6-
IgG2-C219S-1gG1.1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGEFTESSYGMQWVRQAPGKGLEW
VAVIWYEGSNKYYADSVKGREFTISRENSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGLMVRGLEYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTIVERKSCVECPPCPA
PPVAGPSVFEFLEFPPKPKDTLMISRTIPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK
ALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

153

9G7 (VH)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTESTVWMSWVRQAPGKGLEW
VGRIKSKTIDGGTTDYAAPVKGRETISRDDSKNTLYLQMNSLHTEDTA
VYYCTTGQLIPYSYYYGMDVWGQGTSVIVSS

154

9G7 (VL1)

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRL
LIYGASSRATGIPDRESGSGSGTIDEFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGS
SPWTFGQGTKVEIK

155

9G7 (VL2)

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVISSYLAWYQQKPGQAPRL
LIYGASSRATGIPERFSGSGSGTIDEFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGS
SPITFGQGTRLEIK

156

9G7 (cadena pesada de tipo
silvestre de longitud completa)

La region constante esta subrayada

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTESTVWMSWVRQAPGKGLEW
VGRIKSKTIDGGTTDYAAPVKGRETISRDDSKNTLYLQMNSLHTEDTA
VYYCTTGQLIPYSYYYGMDVWGQGTSVIVSSASTKGPSVEPLAPCSR
STSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPSCP
APEFLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSQEDPEVQENW
YVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVS
NKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQ
EGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

157

9G7 L2 (cadena ligera de tipo
silvestre de longitud completa 2)

La region constante esta subrayada

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVISSYLAWYQQKPGQAPRL
LIYGASSRATGIPERFSGSGSGTIDEFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGS
SPITFGQGTRLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEY
PREAKVOQWKVDNALQSGNSQESVIEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
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(continuacion)

SEQ
ID

DESCRIPCION

SECUENCIA

158

9G7.IgG1 (VH + IgGl)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTESTVWMSWVRQAPGKGLEW
VGRIKSKTIDGGTTDYAAPVKGRETISRDDSKNTLYLQMNSLHTEDTA
VYYCTTGQLIPYSYYYGMDVWGQGTSVIVSSASTKGPSVEPLAPSSK
STSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTICP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKS
RWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

159

9G7.IgG1.1 (VH + IgG1.1)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTESTVWMSWVRQAPGKGLEW
VGRIKSKTIDGGTTDYAAPVKGRETISRDDSKNTLYLQMNSLHTEDTA
VYYCTTGQLIPYSYYYGMDVWGQGTSVIVSSASTKGPSVEPLAPSSK
STSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTICP
PCPAPEAEGAPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKS
RWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

160

9G7.lgG1 (VL1 + CL)

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRL
LIYGASSRATGIPDRESGSGSGTIDEFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGS
SPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEY
PREAKVQWKVDNALQSGNSQESVIEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

161

9G7.1gG1.2 (VL2 + CL)

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVISSYLAWYQQKPGQAPRL
LIYGASSRATGIPERFSGSGSGTIDEFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGS
SPITFGQGTRLEIKRTIVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEY
PREAKVQWKVDNALQSGNSQESVIEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

162

CDR1 de VH de 9G7

TVWMS

163

CDR2 de VH de 9G7

RIKSKTDGGTTDYAAPVKG

164

CDR3 de VH de 9G7

GQLIPYSYYYGMDV

165

CDR1 de VL1 9G7

RASQSVSSSYLA

166

CDR2 de VL1 9G7

GASSRAT

167

CDR3 de VL1 9G7

QQYGSSPWT

168

CDR1 de VL2 9G7

RASQSVTSSYLA

169

CDR2 de VL2 9G7

GASSRAT

170

CDR3 de VL2 9G7

QQYGSSPIT
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(continuacion)

SEQ
ID

DESCRIPCION

SECUENCIA

171

9G7 (VH + G2) 0 9G7-1gG2

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTESTVWMSWVRQAPGKGLEW
VGRIKSKTIDGGTTDYAAPVKGRETISRDDSKNTLYLQMNSLHTEDTA
VYYCTTGQLIPYSYYYGMDVWGQGTSVIVSSASTKGPSVEPLAPCSR
STSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCP
APPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVQENWY
VDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSN
KGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGE
YPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPMLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

172

9G7 (VH + G2(C219S)) 0 9G7-
IgG2-C219S

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTESTVWMSWVRQAPGKGLEW
VGRIKSKTIDGGTTDYAAPVKGRETISRDDSKNTLYLQMNSLHTEDTA
VYYCTTGQLIPYSYYYGMDVWGQGTSVIVSSASTKGPSVEPLAPCSR
STSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCP
APPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVQENWY
VDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSN
KGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGE
YPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPMLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

173

9G7 (VH + G2.g1) 0 9G7-1gG2-IgG1

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTESTVWMSWVRQAPGKGLEW
VGRIKSKTIDGGTTDYAAPVKGRETISRDDSKNTLYLQMNSLHTEDTA
VYYCTTGQLIPYSYYYGMDVWGQGTSVIVSSASTKGPSVEPLAPCSR
STSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCP
APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVS
NKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

174

9G7 (VH + G2.91.1) 0 9G7-IgG2-
IgG1.1

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTESTVWMSWVRQAPGKGLEW
VGRIKSKTIDGGTTDYAAPVKGRETISRDDSKNTLYLQMNSLHTEDTA
VYYCTTGQLIPYSYYYGMDVWGQGTSVIVSSASTKGPSVEPLAPCSR
STSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCP
APPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGE

YPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

175

9G7 (VH + G2(C219S).g1) 0 9GT7-
IgG2-C219S-IgG1

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTESTVWMSWVRQAPGKGLEW
VGRIKSKTIDGGTTDYAAPVKGRETISRDDSKNTLYLQMNSLHTEDTA
VYYCTTGQLIPYSYYYGMDVWGQGTSVIVSSASTKGPSVEPLAPCSR
STSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCP
APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVS
NKALPAPTIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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176

9G7 (VH + G2(C219S).g1.1) 0 9G7-
IgG2-C219S-1gG1.1

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTESTVWMSWVRQAPGKGLEW
VGRIKSKTIDGGTTDYAAPVKGRETISRDDSKNTLYLQMNSLHTEDTA
VYYCTTGQLIPYSYYYGMDVWGQGTSVIVSSASTKGPSVEPLAPCSR
STSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCP
APPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGE
YPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

177

9G7 L1 (cadena ligera de tipo
silvestre de longitud completa 1)

La region constante esta subrayada

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRL
LIYGASSRATGIPDRESGSGSGTIDEFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGS
SPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEY
PREAKVQWKVDNALQSGNSQESVIEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

178

14E3 (VH)

QVOLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSESGYYWSWIRQPPGKGLEW
IGEINHSGNTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVTAADTAVYY
CARFGSNDAFDIWGQGTMVIVSS

179

14E3 (VL)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQGISSWLAWYQQKPEKAPKSL
IYAASSLQSGVPSRESGSGSGIDETLTISSLQPEDFATYYCQQYNSY
PPTFGQGTKVEIK

180

14E3 (cadena pesada de tipo
silvestre de longitud completa)

La region constante esta subrayada

QVOLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSESGYYWSWIRQPPGKGLEW
IGEINHSGNTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVTAADTAVYY
CARFGSNDAFDIWGQGTMVIVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTIV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELL
GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVE
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

181

14E3 (cadena ligera de tipo silvestre
de longitud completa) La region
constante esta subrayada

DIOMTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQGISSWLAWYQQKPEKAPKSL
IYAASSLQSGVPSRESGSGSGIDETLTISSLQPEDFATYYCQQYNSY
PPTFGQGTKVEIKRTIVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTIEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

182

14E3.IgG1 (VH + IgGl)

QVOLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSESGYYWSWIRQPPGKGLEW
IGEINHSGNTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVTAADTAVYY

CARFGSNDAFDIWGQGTMVIVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTIV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELL
GGPSVFELFE
PPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVY
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK
GEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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(continuacion)

SEQ | DESCRIPCION SECUENCIA
ID
183 | 14E3.19G1.1 (VH + 1gG1.1) OVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGY YWSWIRQPPGKGLEW

IGEINHSGNTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVTAADTAVYY
CARFGSNDAFDIWGQGTMVIVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTIV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAE
GAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGY
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
SSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNVE
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

184 | 14E3.19G1 (VL + CL) DIOMTQSPSSLSASVGDRVT ITCRASQGT S SWLAWY QOKPEKAPKSL
IYAASSLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCOQYNSY
PPTFGOGTKVETKRTVAAPSVE TFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYP
REAKVOWKVDNALQSGNSOESVTEQDSKDS TYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHOGLS SPVTKSFNRGEC

185 CDR1 de VH de 14E3 GYYWS

186 | CDR2 de VH de 14E3 EINHSGNTYYNPSLKS

187 | CDR3 de VH de 14E3 FGSNDAFDI

188 | CDR1 de VL de 14E3 RASQGISSWLA

189 CDR2 de VL de 14E3 AASSLQS

190 | CDR3de VL de 14E3 QQYNSYPPT

191 | 14E3 (VH + G2) 0 14E3-IgG2 OVOLQOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGY YWSWIRQPPGKGLEW

IGEINHSGNTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVTAADTAVYY
CARFGSNDAFDIWGQGTMVIVSSASTKGPSVEPLAPCSRSTSESTAA
LGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTIV
PSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPS
VELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQEFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIE
KTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSEFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV

MHEALHNHYTQKSLSLSPG
192 | 14E3 (VH + G2(C219S)) 0 14E3- OVOLQOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSESGY YWSWIRQPPGKGLEW
IgG2-C219S IGEINHSGNTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQLSLKLS SVTAADTAVYY

CARFGSNDAFDIWGQGTMVIVSSASTKGPSVEPLAPCSRSTSESTAA
LGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIV
PSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPAPPVAGPS
VELEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQENWYVDGVEVHN
AKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIE
KTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV

MHEALHNHYTQKSLSLSPG

50




ES 2 810 856 T3

(continuacion)

SEQ | DESCRIPCION SECUENCIA

ID

193 | 14E3 (VH + G2.91) 0 14E3-IgG2- OVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGY YWSWIRQPPGKGLEW
IgG1 IGEINHSGNTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVTAADTAVYY

CARFGSNDAFDIWGQGTMVIVSSASTKGPSVEPLAPCSRSTSESTAA
LGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTIV
PSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPELLGGP
SVFLEFPPKPKDTLMISRIPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPT
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPG

194 | 14E3 (VH + G2.g1.1) o 14E3-IgG2- OVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSCY YWSWIRQPPGKGLEW
IgG1.1 IGEINHSGNTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVTAADTAVYY
CARFGSNDAFDIWGOGTMVTVS SASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAA
LGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSNEGTQTY TCNVDHKP SNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPS
VFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNS TYRVVSVLTVLHQODWLNGKE YKCKVSNKALPSSIE
KT ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYK TTPPVLDSDGSFFLYSKL TVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNAYTQKSLSLSPG

195 | 14E3 (VH + G2(C219S).91) 0 14E3- |  y01,00WGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGY YWSWI ROPPGKGLEW
I9G2-C219S-1gG1 IGEINHSGNTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVTAADTAVYY
CARFGSNDAFDIWGOGTMVTVSSASTKGPSVEPLAPCSRSTSESTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL TSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTV
PSSNFGTOTY TCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAP T
EKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNOVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGOPENNYKT TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOOGNVESCS
VMHEALHNHY TOKSLSLSPG

196 | 14E3 (VH + G2(C219S).g1.1) o OVOLOOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGY YWSWIRQPPGKGLEW
14E3-19G2-C219S-1gG1.1 IGEINHSGNTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQLSLKLSSVTAADTAVYY
CARFGSNDAFDIWGQGTMVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKIVERKSCVECPPCPAPPVAGPS
VFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIE
KTISKAKGQOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG

197 | 19H8 (VH) OVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGF TFSNY GMHWVRQAPGKGLEW
MAVIWYGGSNKE YADSVKGRETISRDNSKNSLSLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGAMVRGVYYYGMDVWGQGTTVIVSS

198 | 19H8 (VL1) ATQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKAPKEL
IYDASSLESGVPSRFSGSGSGTDF TLTISSLOPEDFATYYCQQENSY
PQTFGQGTKVEIX

199 19H8 (VL.2) EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLL
IYDASNRATGIPARFSGSGSGIDEFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNW
PLTFGGGTKVEIK
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200

19H8 (cadena pesada de tipo
silvestre de longitud completa) La
region constante esta subrayada

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESNYGMHWVRQAPGKGLEW
MAVIWYGGSNKFYADSVKGREFTISRDNSKNSLSLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGAMVRGVYYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPCSRS

TSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPA
PPVAGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTIPEVICVVVDVSHEDPEVQENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNK
GLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPMLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

201

19H8 L1 (cadena ligera de tipo
silvestre de longitud completa 1)

La region constante esta subrayada

ATIQLTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQGISSALAWYQQKPGKAPKEL
IYDASSLESGVPSRESGSGSGIDETLTISSLQPEDFATYYCQQFNSY
POQTFGQGTKVEIKRIVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTIEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

202

19H8 L2 (cadena ligera de tipo
silvestre de longitud completa 2)

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLL
IYDASNRATGIPARFSGSGSGIDEFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNW
PLTFGGGTKVEIKRIVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTIEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

203

19H8.1gG1 (VH + IgG1)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESNYGMHWVRQAPGKGLEW
MAVIWYGGSNKFYADSVKGREFTISRDNSKNSLSLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGAMVRGVYYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKS
TSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPSVFELF
PPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVY
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK
GEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

204

19H8.IgG1.1 (VH + IgG1.1)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESNYGMHWVRQAPGKGLEW
MAVIWYGGSNKFYADSVKGREFTISRDNSKNSLSLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGAMVRGVYYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKS
TSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPP
CPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKE
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPSSIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

205

19H8.1gG1 (VL1 + CL)

ATIQLTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQGISSALAWYQQKPGKAPKEL
IYDASSLESGVPSRESGSGSGIDETLTISSLQPEDFATYYCQQFNSY
POTFGQGTKVEIKRIVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
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206 | 19H8.1gG1.2 (VL2 + CL) EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLL
IYDASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNW
PLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVE IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLS SPVTKSFNRGEC

207 | CDR1 de VH de 19H8 NYGMH

208 | CDR2 de VH de 19H8 VIWY GGSNKFYADSVKG

209 | CDR3de VH de 19H8 GGAMVRGVYYYGMDV

210 | CDR1de VL1 19H8 RASQGISSALA

211 CDR2 de VL1 19H8 DASSLES

212 CDR3 de VL1 19H8 QQFNSYPQT

213 | CDR1 de VL2 19H8 RASQSVSSYLA

214 | CDR2de VL2 19H8 DASNRAT

215 | CDR3 de VL2 19H8 QQRSNWPLT

216 | 19H8 (VH + G2(C219S)) o 19H8- OVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGETFSNY GMHWVRQAPGKGLEW

I9G2-C219S MAVIWYGGSNKEYADSVKGRETISRDNSKNSLSLOMNSLRAEDTAVY

YCARGGAMVRGVYYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSNEGTQT YTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPA
PPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNK
GLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKT TPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

217 | 19H8 (VH + G2.g1) o0 19H8-1gG2- QVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGF TFSNYGMHWVRQAPGKGLEW

I9G1 MAVIWYGGSNKEYADSVKGRETISRDNSKNSLSLOMNSLRAEDTAVY

YCARGGAMVRGVYYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSNEGTQT YTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE YKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGE
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

218 | 19H8 (VH + G2.g1.1) 0 19H8-IgG2-

IgG1.1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESNYGMHWVRQAPGKGLEW
MAVIWYGGSNKFYADSVKGREFTISRDNSKNSLSLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGAMVRGVYYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPA
PPVAGPSVFEFLEFPPKPKDTLMISRTIPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK
ALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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219

19H8 (VH + G2(C219S).g1) 0 19H8-
IgG2-C219S-IgG1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESNYGMHWVRQAPGKGLEW
MAVIWYGGSNKFYADSVKGREFTISRDNSKNSLSLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGAMVRGVYYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTIVERKSCVECPPCPA
PELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKENWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGE
YPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

220

19H8 (VH + G2(C219S).g1.1) 0
19H8-IgG2-C219S-1gG1.1

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTESNYGMHWVRQAPGKGLEW
MAVIWYGGSNKFYADSVKGREFTISRDNSKNSLSLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGAMVRGVYYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPA
PPVAGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTIPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK
ALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

221

6G10.19G1 (VH + IgG1)

QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFTESTYGMHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKFYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGSMVRGLYYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKS
TSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKE
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

222

6G10.19G1.1 (VH + IgG1.1)

QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFTESTYGMHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYAGSNKFYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGSMVRGLYYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKS
TSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPP
CPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKE
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPSSIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

223

6G10.IgG1 (VL + CL)

ATIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKAPKLL
IYDASSLESGVPSRESGSGSGIDETLTISSLQPEDFATYYCQQFNSY
PYTFGQGTKLEIKRTIVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
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224 | 6G10 (VH + G2(C219S)) 0 6G10- QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFTFSTYGMAWVRQAPGKGLEW
1gG2-C219S VAVTWYAGSNKFYADSVKGRETISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVY

YCARGGSMVRGLYYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYS
LSSVVIVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTIVERKSCVECPPCPA
PPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVQENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQODWLNGKEYKCKVSNK
GLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSEFEFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

225 |6G10 (VH + G2.g1) 0 6G10-IgG2- OVOLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFTES TYGMHWVRQAPGKGLEW
IgG1 VAVTWYAGSNKFYADSVKGRFT I SRDONSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGSMVRGLYYYGMDVHGOGT TVTVSSAS TKGPSVEPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYS
LSSVVTVPSSNFGTOTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPA
PELLGGPSVELFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNS TYRVVSVL TVLHODWLNGKE YKCKVSN
KALPAPTEKT I SKAKGOPREPQVY TLPP SREEMTKNQVSLTCLVKGE
YPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL TVDKSRWOQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

226 | 6G10 (VH + G2.g1.1) 0 6G10-IgG2- QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFTFSTY GMHWVRQAPGKGLEW
IgG1.1 VAVTWYAGSNKFYADSVKGRETISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVY
YCARGGSMVRGLYYYGMDVHGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPA
PPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

227 6G10 (VH + G2(C219S).g1) o QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFTFSTYGMHWVRQAPGKGLEW
6G10-IgG2-C2198-1gG1 VAVTWYAGSNKEYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVY
YCARGGSMVRGLYYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKSCVECPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFE
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

228 | 6G10 (VH + G2(C219S).g1.1) 0 QVOLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFTFSTYGMHWVRQAPGKGLEW
6G10-19G2-C219S-1gG1.1 VAVTWYAGSNKFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YCARGGSMVRGLY Y YGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYS
LSSVVTIVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKS CVECPPCPA
PPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSINK
ALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

La Tabla 2 proporciona las secuencias de las regiones variables maduras y las cadenas pesadas y ligeras y donde se
indica, las secuencias con péptidos seial.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar el nivel de expresion del receptor de TNF inducible por glucocorticoides (GITR) en
linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) y/o en células tumorales en una muestra de tejido, que comprende

(a) poner en contacto una muestra de tejido de un paciente con un anticuerpo o una porcion de unién a antigeno
del mismo, que comprenden las CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena pesada que comprenden
las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 5-7, respectivamente, y las CDR1, CDR2 y CDR3
de la region variable de cadena ligera que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID
NO: 8-10, respectivamente, en donde el anticuerpo o la porcion de unién a antigeno del mismo se unen a GITR
humano,

(b) detectar la union del anticuerpo a GITR en TIL y células tumorales de la muestra de tejido mediante
inmunohistoquimica; y, opcionalmente,

(c) tedir la muestra de tejido con marcadores de TIL y/o células tumorales y/o con hematoxilina y eosina, para
identificar los TIL y/o las células tumorales que se identificaron como GITR positivos en la etapa (b).

2. El método de la reivindicacion 1, en donde los TIL son linfocitos T reguladores.
3. El método de las reivindicaciones 1 o 2, en donde la muestra de tejido es una muestra de tejido tumoral humano.

4. El método de la reivindicacion 3, en donde el método se usa para identificar a un paciente con cancer que
probablemente responda a una inmunoterapia anti-GITR, en donde un nivel de proteina GITR por encima de un nivel
umbral en la muestra de tejido tumoral humano indica que el tumor es un tumor GITR positivo y que es probable que
o se predice que el paciente responda a la inmunoterapia anti-GITR.

5. Un método para monitorizar un tumor GITR positivo en un paciente con cancer que comprende:

(a) detectar la expresion de la proteina GITR en el tumor GITR positivo en un primer punto temporal usando un
anticuerpo que comprende las CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién variable de cadena pesada que comprenden las
secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 5-7, respectivamente, y las CDR1, CDR2 y CDR3 de la
region variable de cadena ligera que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 8-
10, respectivamente,

(b) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en el primer punto temporal por inmunohistoquimica,

(c) detectar la expresion de la proteina GITR en el tumor en un segundo punto temporal usando el mismo anticuerpo
usado en la etapa (a),

(d) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en el tumor desde el segundo punto temporal por
inmunohistoquimica;

(e) comparar los niveles de expresion de la proteina GITR determinados en el primer y segundo punto temporal,
en donde un nivel mas alto en el primer punto temporal en relacién con el segundo punto temporal es indicativo de
regresion tumoral, una puntuacién mas baja en el primer punto temporal en relacién con el segundo punto temporal
es indicativa de progresion tumoral y un nivel relativamente sin cambios en el primer punto temporal en relacion
con el segundo punto temporal es indicativo de un tumor estable.

6. Un método para monitorizar la eficacia de la inmunoterapia anti-GITR en un paciente que tiene un tumor GITR
positivo, que comprende:

(a) detectar la expresion de la proteina GITR en el tumor GITR positivo en un primer punto temporal antes o
después de iniciar la inmunoterapia anti-GITR usando un anticuerpo que comprende las CDR1, CDR2 y CDR3 de
la region variable de cadena pesada que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID
NO: 5-7, respectivamente, y las CDR1, CDR2 y CDR3 de la regioén variable de cadena ligera que comprenden las
secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 8-10, respectivamente,

(b) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en el tumor desde el primer punto temporal por
inmunohistoquimica,

(c) detectar la expresion de la proteina GITR en el tumor GITR positivo en un segundo punto temporal después de
iniciar la inmunoterapia anti-GITR usando el mismo anticuerpo de la etapa (a),

(d) determinar el nivel de expresion de la proteina GITR en el tumor desde el segundo punto temporal por
inmunohistoquimica;

(e) comparar los niveles de expresion de la proteina GITR determinados en el primer y segundo punto temporal,
en donde un nivel mas alto en el primer punto temporal en relacién con el segundo punto temporal es indicativo de
inmunoterapia anti-GITR eficaz, una puntuacidon mas baja en el primer punto temporal en relaciéon con el segundo
punto temporal es indicativa de inmunoterapia anti-GITR ineficaz y una puntuacién sin cambios en el primer punto
temporal en relacion con el segundo punto temporal es indicativa de que la inmunoterapia anti-GITR se esta
estabilizando.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la muestra es una muestra fijada con formol y
embebida en parafina o tejido congelado.
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8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo comprende regiones
variables de cadenas pesada y ligera que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO:
11y 12, respectivamente.

9. El método de la reivindicacion 8, en donde el anticuerpo comprende secuencias de cadenas pesada y ligera
expuestas en las SEQ ID NO: 13 y 14, respectivamente, en donde la cadena pesada carece opcionalmente del resto
de lisina C-terminal o en las SEQ ID NO: 15 y 16, respectivamente, en donde la cadena pesada carece opcionalmente
del resto de lisina C-terminal.

10. Los métodos de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo, o la porcién de unién a
antigeno del mismo, comprende un resto detectable.

11. El método de la reivindicacion 10, en donde el marcador es un radiomarcador, marcador fluorescente, un marcador
enzimatico, biotina, croméforo o un marcador ECL.

12. Un kit de diagnéstico que comprende un anticuerpo, o una porcion de unién a antigeno del mismo, que comprende
las CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena pesada que comprenden las secuencias de aminoacidos
expuestas en las SEQ ID NO: 5-7, respectivamente, y las CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena ligera
que comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 8-10, respectivamente, e instrucciones
de uso.

13. El kit de diagnostico de la reivindicacion 12, en donde el anticuerpo, o la porcion de unién a antigeno del mismo,
comprende las secuencias de la region variable de cadenas pesada y ligera expuestas en las SEQ ID NO: 11y 12,
respectivamente.

14. El kit de diagndstico de las reivindicaciones 12 o 13, en donde el anticuerpo comprende las secuencias de cadenas
pesada y ligera expuestas en las SEQ ID NO: 13 y 14, respectivamente, en donde la cadena pesada carece
opcionalmente del resto de lisina C-terminal.

15. El kit de diagndstico de las reivindicaciones 12 o 13, en donde el anticuerpo comprende las secuencias de cadenas

pesada y ligera expuestas en las SEQ ID NO: 15 y 16, respectivamente, en donde la cadena pesada carece
opcionalmente del resto de lisina C-terminal.
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VH de anti-GITR 6G10 (h1gG2)

Segmento V: 3-33
Segmento D: 3 - 10
Segmento J: JH6b
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CTG AGA CTC TCC TGT GCA GCG TCT GGA TTC ACC TTC AGT ACC TAT
H W VvV R Q A P G K G L E W V A
CAC TGG GTC CGC CAG GCT CCA GGC AAG GGG CTG GAG TGG GTG GCA
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v T Vv S8 8
GIC ACC GTC TCC TCA
Figura 1
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VK1 de anti-GITR 6G10 (hKappa)

Segmento V: L.18
Segmento J: JK2
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VH de anti-GITR 6G10 (hIgG2)
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VK1 de anti-GITR 6G10 (hKappa)
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VH de GITR 6G10
Q W Q L v B S G G D \ 4 Q P G
CAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT GGG GGA GAC GTG GTC CAG CCT GGG
VH de GITR 6G10

R S L R L S c A A S G F T F 5
AGG TCC CTG AGA CTC TCC TGT GCA GCG TCT GGA TIC ACC TTC AGT
VH de GITR 6G10
T Y G M H W v R Q A P G K G L
ACC TAT GGC ATG CAC TGG GTIC CGC CAG GCT CCA GGC AAG GGG CIG
VH de GITR 6G10
E W v A v T W Y A G S N K F Y
GAG TGG GTG GCA GTT ACA TGG TAT GCT GGA AGT AAT AAA TIT TAT

VH de GITR 6G10

A D S v K G R F T I S R D N S
GCA GAC TCC GTG AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA GAC AAT TCC
VH de GITR 6G10

K N T L Y L Q M N S L R A E D

» AAG AAC ACG CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGC CIG AGA GCC GAG GAC

VH de GITR 6G10

T A v Y Y C A R G G S M v R G

1 ACG GCT GTG TAT TAC TGT GCG AGA GGA GGT AGT ATG GIT CGG GGA

VH de GITR 6G10

L Yy Yy Y G M D VvV W 6 0O G T T V
CTT TAT TAT TAC GGT ATG GAC GTIC TGG GGC CAA GGG ACC ACG GTIC
mIgGZ2a constante

VH de GITR 6G10

T v S S A K T T A P S v Y P L

1 ACC GTC TCC TCA GCC AARA ACA ACA GCC CCA TCG GTC TAT CCG CTA

mIgGZ2a constante

A P v C G D T T G S S v T L G

& GCC CCT GTG TGT GGA GAT ACA ACT GGC TCC TCG GTG ACT CTA GGA

mIgGZ2a constante

C L v K G Y F P B P v T L T W
TGC CIG GIC AAG GGT TAT TTC CCT GAG CCA GIG ACC TTG ACC TGG

mlgG2a constante

N S G S L S S G v H T F P A v

» AAC TCT GGA TCC CTG TCC AGT GGT GTG CAC ACC TTC CCA GCT GIC

mlIgGZ2a constante

L Q S D L Y T L S S S v T v T

11 CTG CAG TCT GAC CTC TAC ACC CTIC AGC AGC TCA GIG ACT GTA ACC

mIgG2a constante

S S T W P S Q S I T C N vV A H

5 TCG AGC ACC TGG CCC AGC CAG TCC ATC ACC TGC AAT GTG GCC CAC

mIgG2a constante

P A 5 5 T K v D K K I E P R G
CCG GCA AGC AGC ACC AAG GTG GAC AAG ARA ATT GAG CCC AGA GGG

mIgGZ2a constante
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P T I K P C P P Cc K C P A P N
CCC ACA ATC AAG CCC TGT CCT CCA TGC AAA TGC CCA GCA CCT AAC

mIgGZ2a constante

L L G G P S v F I F P P K I K
CTC TTG GGT GGA CCA TCC GTIC TTC ATC TTC CCT CCA AAG ATC AAG
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GAT GTA CTC ATG ATC TCC CTG AGC CCC ATA GIC ACA TGT GIG GIG
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v D v S E D D P D v Q I S W F
GTG GAT GTG AGC GAG GAT GAC CCA GAT GIC CAG ATC AGC TGG TTIT

mIgG2a constante

v N N v E v H T A Q T Q T H R

> GTG AAC AAC GTG GAA GTA CAC ACA GCT CAG ACA CAA ACC CAT AGA

mlIgGZ2a constante

E D Y M S T L R \ v S A L P I
GAG GAT TAC AAC AGT ACT CTC CGG GTG GTC AGT GCC CTC CCC ATC

mIgG2a constante

Q H Q D W M S G K B F K C K v

; CAG CAC CAG GAC TGG ATG AGT GGC AAG GAG TTC AAA TGC AAG GTIC

mIgG2a constante

N N K D L P A P I E R T I S K
AAC AAC AAA GAC CTC CCA GCG CCC ATC GAG AGA ACC ATC TCA AAA

mIgGZ2a constante
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o ot ks P ot ot Pt ot ot P o P ot ot P Pt s o kot o o P otk P P ot ot ot ot P ot o ot ot ot P o P ot ot ot Pt it ot i ot o P

v T D F M P B D I Y v E w T N
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N G K T E L N Y K N T B P v L
AAC GGG AAA ACA GAG CTA AAC TAC AAG AAC ACT GAA CCA GTC CIG
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D S D G S Y F M Y S K L R v E
GAC TCT GAT GGT TCT TAC TTC ATG TAC AGC AAG CTIG AGA GTG GaA

mIgGZ2a constante

K K N I v E R N 5 Y S C S v v
ARG AAG AAC TGG GTG GAA AGA AAT AGC TAC TCC TGT TCA GIG GTIC
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mIgGZa constante

H B G L H N H H T T K 5 F S R
1304 CAC GAG GGT CTG CAC AAT CAC CAC ACG ACT AAG AGC TTC TCC CGG
mIgGZ2a constante

T P G K *
1351 ACT CCG GGT AAA TGA

Figura §

64



VK de GITR
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541 TTG ACC AAG GAC GAG TAT GAA CGA CAT AAC AGC TAT ACC TGT GAG
C kappa murina
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Figura 6
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