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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-FCRH5
Campo de la invencion

En el presente documento se proporcionan anticuerpos anti-FCRH5 (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) e
inmunoconjugados y métodos de uso de los mismos.

Antecedentes

5 de tipo receptor de Fc (FcRL5, también conocido como FcRH5 e IRTA2) pertenece a una familia de 6 genes
recientemente identificados de la superfamilia de la inmunoglobulina (IgSF). Esta familia de genes esta estrechamente
relacionada con los receptores de Fc con la estructura genémica conservada, composicion de dominio de Ig
extracelular y los motivos de sefializacion de tipo ITIM e ITAM (Davis RS et al., Eur J Immunol (2005) 35:674-80). Los
miembros de esta familia también han sido llamados IFGP (de superfamilia de Ig, FcR, gp42) y SPAP (proteinas de
anclaje de fosfatasa que contienen de dominio SH2). Se han descrito seis miembros de la familia de receptores de
FcRH/IRTA: FcRH1/IRTA5, FcRH2/IRTA4, FcRH3/IRTA3, FcRH4/IRTA1, FcRH5/IRTA2 y FcRH6 (Polson AG et al.,
Int. Immunol. (2006) 18(9):1363-1373). Todos los FCRH/IRTA contienen alguna combinacién de motivos inhibidores
basados en tirosina de inmunorreceptor candnicos y motivos de sefializacion de 'tipo motivos de activacion basados
en tirosina de inmunorreceptor'. Los ADNc de FcRH codifican glucoproteinas transmembranarias de tipo | con multiples
dominios extracelulares de tipo Ig y dominios citopldsmicos que contienen motivos de sefializacion activantes y/o
inhibidores basados en tirosina de inmunorreceptor consenso. Los genes de FcRH estan estructuralmente
relacionados, y sus productos de proteina comparten el 28-60 % de identidad extracelular entre si. También comparten
el 15-31 % de identidad con sus parientes de FCR mas préximos. Hay un alto grado de homologia entre los diferentes
FcRH.

El (Los) ligando(s) para FcRH5 son desconocidos, pero FcRH5 participa en la proliferacion potenciada y expresion de
isotipo en la direccion 3' durante el desarrollo de los linfocitos B sensibilizados con antigeno (Demerit-Brown J. et al.,
J Leukoc Biol (2012) 91:59-67). El locus de FcRH5 tiene tres isoformas de ARNm principales (FcRH5a, FcRH5b y
FcRH5c). Las principales isoformas de la proteina FCRH5 codificadas por estos transcritos comparten una secuencia
de aminoacidos comun hasta el resto 560, presentando un péptido sefial comun y seis dominios extracelulares de tipo
Ig. FcRH5a representa una glucoproteina secretada de 759 aminoacidos con ocho dominios de tipo Ig, seguido de 13
aminoacidos predominantemente polares Unicos en su extremo C. FcRH5b diverge de FcRH5a en el resto de
aminoacido 560 y se extiende durante un corto tramo de 32 restos adicionales, cuya hidrofobia es compatible con su
enlace a la membrana plasmatica mediante un anclaje de GPI. FcRH5c es la isoforma mas larga cuya secuencia se
desvia de FcRH5a en el aminoacido 746. FcRH5c¢ codifica una glucoproteina transmembranaria de tipo | de 977 aa
con nueve dominios extracelulares de tipo lg, que alojan ocho posibles sitios de glucosilacion unidos en N, un dominio
transmembranario de 23 aminoacidos y uno citoplasmico de 104 aminoacidos con tres motivos de unién SH2 consenso
con el consenso ITIM.

Los genes FcRH estan agrupados juntos en medio de los genes FcR clasicos, FcyRI, FcyRIl, FcyRIIl y FceRlI, en la
region 19g21-23 del cromosoma 1. Esta regién contiene 1 de las anomalias cromosémicas secundarias mas frecuentes
asociadas al fenotipo maligno en tumores hematopoyéticos, especialmente en mieloma multiple (Hatzivassiliou G. et
al., Immunity (2001) 14:277-89). FcRH5 se expresa solo en el linaje de linfocitos B, empezando tan pronto como pre-
linfocitos B, pero no obtiene la expresion completa hasta la etapa de linfocito B maduro. A diferencia de la mayoria de
las otras proteinas de la superficie especificas de linfocitos B conocidas (por ejemplo, CD20, CD19 y CD22), FcRH5
continla expresandose en las células plasmaticas mientras que otros marcadores especificos de linfocitos B se
regulan por disminucion (Poison AG et al., Int Immunol (2006) 18:1363-73). Ademas, el ARNm de FcRH5 se expresa
en exceso en multiples lineas de células de mieloma con anomalias 1921 como se detectan por matrices de
oligonucledtidos (Inoue J., Am J Pathol (2004) 165:71-81). El patrén de expresién indica que FcRH5 podria ser una
diana para terapias basadas en anticuerpos para el tratamiento de mieloma multiple. El mieloma multiple es un tumor
maligno de células plasmaticas caracterizado por lesiones esqueléticas, insuficiencia renal, anemia e hipercalcemia.
Es esencialmente incurable por las actuales terapias. Los actuales tratamientos con farmacos para el mieloma multiple
incluyen combinaciones del inhibidor del proteosoma bortezomib (Velcade), el inmunomodulador lenalidomida
(Revlimid) y el esteroide dexametasona. El documento WO 2006/039238 desvela anticuerpos que se unen
especificamente al dominio extracelular de FCRH5 que no son capaces de unirse especificamente a una regién
especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular de FCRH5.

Las terapias basadas en anticuerpos especificos contra FcCRH5c y métodos de deteccidon pueden ser particularmente
eficaces, ya que reconocen especificamente célula diana, FcRH5 asociada a membrana en vez de anticuerpos que
reconocen tanto isoformas solubles como de membrana de FcRH5. Sin embargo, solo el ultimo dominio de tipo Ig de
FcRH5 (dominio 9 de tipo Ig) es la region extracelular Unica que diferencia entre las tres isoformas principales de
FcRHS5, y hay homologia significativa entre los dominios de tipo Ig dentro de FcRH5. Ademas, el ultimo dominio de
tipo Ig esta altamente conservado entre FcRH1, FcRH2, FcRH3 y FcRH5. Cualquier terapia basada en anticuerpos
que se dirija especificamente a FcRH5 tendria que tener reactividad cruzada minima con otras FCRH para evitar
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efectos inespecificos adversos (por ejemplo, FCRH3 se expresa en linfocitos NK normales). Existe una necesidad en
la materia de agentes que ayuden en el diagnéstico y el tratamiento del cancer, tal como el cancer asociado a FcRHS5.

Sumario

En el presente documento se proporcionan anticuerpos anti-FCRH5 que incluyen anticuerpos biespecificos,
inmunoconjugados, y métodos para producir los mismos.

En el presente documento se proporciona un método para producir un anticuerpo anti-FcRH5 que se une a una region
especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5¢c y no se une significativamente a otro dominio de tipo Ig
de FcRH5, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) cultivar una célula hospedadora que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica el anticuerpo
anti-FcRH5 en condiciones adecuadas para la expresion de dicho anticuerpo; y opcionalmente

(b) recuperar el anticuerpo anti-FcRH5 de la célula hospedadora o del medio de la célula hospedadora,

en el que la region especifica de la isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5c se selecciona del grupo que
consiste en:

(i) aminoacidos 745-850 of SEQ ID NO: 1;
(ii) aminoacidos 745-851 of SEQ ID NO: 1;
(iii) aminoacidos 752-834 of SEQ ID NO: 1;y
(iv) aminoacidos 754-835 of SEQ ID NO: 1.

Se proporciona ademas en el presente documento un anticuerpo anti-FcRH5 aislado producido por el método,
preferentemente el anticuerpo anti-FCRH5 de la invencidn, en el que el anticuerpo anti-FCRHS5 tiene una o mas de las
siguientes caracteristicas: (a) reaccion de forma cruzada con FcRH5 humano y cino de longitud completa, (b) no
reacciona de forma cruzada con FcRH1, FcRH2, FcRH3 y/o FcRH4, (c) se une a un FcRH5 enddégeno y (d) no
reacciona cruzado con FcRHb5a.

En otro aspecto de la invencion se proporciona un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo anti-FCRH5 de la
invencion y un agente citotoxico, opcionalmente en el que el inmunoconjugado tiene la formula Ab-(L-D)p, en el que:

(a) Ab es el anticuerpo anti-FcRH5 de la invencion;

(b) L es un enlazador;

(c) D es un farmaco seleccionado de un maitansinoide, una auristatina, una calicheamicina, una
pirrolobenzodiazepina y un derivado de nemorubicina; y

(d) p varia de 1-8 y preferentemente de 2-5.

~ —

También se proporciona una formulacion farmacéutica que comprende el anticuerpo anti-FcRH5 de la invencién y/o
el inmunoconjugado de la invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable y opcionalmente comprende ademas
un agente terapéutico.

El anticuerpo anti-FcRH5 y/o el inmunoconjugado de la invencién puede usarse en un método de tratamiento de un
individuo que tiene un cancer FcRH5 positivo, comprendiendo el método administrar al individuo una cantidad eficaz
del anticuerpo anti-FcRHS5 y/o el inmunoconjugado, en el que el cdncer FCRH5 positivo es opcionalmente un trastorno
proliferativo de linfocitos B y el método opcionalmente comprende ademas administrar un agente terapéutico adicional
al individuo.

El anticuerpo anti-FCRH5 y/o el inmunoconjugado de la invencidon pueden usarse en un método para inhibir la
proliferacion de una célula FcRH5 positiva, en el que el método comprende exponer la célula FCRH5 positiva al
anticuerpo anti-FcRH5 y/o el inmunoconjugado en condiciones permisivas para la unién del anticuerpo anti-FcRH5 y/o
el inmunoconjugado a FcRH5 en la superficie de la célula FcRH5 positiva, inhibiendo de esta manera la proliferacion
de la célula FcRH5 positiva, en el que opcionalmente la célula FcRHS5 positiva es un linfocito B.

El anticuerpo anti-FcRH5 de la invencion puede usarse en un método para detectar FCRH5 humano en una muestra
bioldgica, en el que el método comprende poner en contacto la muestra biolégica con el anticuerpo anti-FCRH5 en
condiciones permisivas para la unién del anticuerpo anti-FcRH5 con un FcRH5 humano de origen natural y detectar si
se forma un complejo entre el anticuerpo anti-FCRH5 y un FcRH5 humano de origen natural en la muestra biolégica,
en el que opcionalmente la muestra bioldgica es una muestra de sangre.

El anticuerpo anti-FcRH5 de la invencién puede usarse en un método para detectar un cancer FCRH5 positivo, en el
que el método comprende (i) administrar el anticuerpo anti-FCRH5 a un sujeto que tiene o se sospecha que tiene un
cancer FcRH5 positivo, en el que el anticuerpo anti-FCRH5 es un anticuerpo anti-FcRH5 marcado, y (ii) detectar el
anticuerpo anti-FcRH5 marcado en el sujeto, en el que la deteccion del anticuerpo anti-FcRH5 marcado indica un
cancer FcRH5 positivo en el sujeto y en el que opcionalmente el anticuerpo anti-FcCRH5 marcado comprende un
anticuerpo anti-FcRH5 conjugado con un emisor de positrones y opcionalmente, el emisor de positrones es 8Zr.
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En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un
anticuerpo humano, humanizado o quimérico. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo
que se une a FcRH5. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo IgG1, 1IgG2a o 1IgG2b.

En algunas realizaciones, el anticuerpo tiene una o mas de las siguientes caracteristicas: a) reaccion de forma cruzada
con FcRH5 humano y cino de longitud completa, b) no reacciona de forma cruzada con FcRH1, FcRH2, FcRH3 y/o
FcRH4, c) se une a FcRH5 enddgena, d) no reacciona de forma cruzada con FcRH5a, y €) no reacciona de forma
cruzada con otro dominio de tipo Ig de FCRH5.

En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo biespecifico. En algunas realizaciones, el anticuerpo
biespecifico se une a FcRH5 y CD3.

En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico aislado que codifica el anticuerpo. En algunas
realizaciones, se proporciona una célula hospedadora que comprende el acido nucleico. En algunas realizaciones, se
proporcionan inmunoconjugados. En algunas realizaciones, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo anti-
FcRH5 y un agente citotdxico. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FCRH5 se une a una region especifica de
isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5c. En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-FcCRH5 se unen al
dominio 9 de tipo Ig de FcRH5c¢. En algunas realizaciones, un inmunoconjugado tiene la férmula Ab-(L-D)p, en la que:
(a) Ab es un anticuerpo descrito en el presente documento; (b) L es un conector; (c) D es un farmaco seleccionado de
un maitansinoide, una auristatina, una caliqueamicina, una pirrolobenzodiazepina y un derivado de nemorubicina; y
(d) p oscila de 1-8. En algunas realizaciones, D es una auristatina. En algunas realizaciones tales, D tiene la formula

De
R3 (@) R’ CH, ITQ
Jj‘ H
N N N
\w)ﬁ‘/ %NJ\W \R18
R 0 RPR R R 0 RE O De

I
R

en la que R? y R® son cada uno metilo, R® y R* son cada uno isopropilo, R® es H, R” es sec-butilo, cada R® esta
seleccionado independientemente de CHs, O-CHs, OH y H; R® es H; y R'® es -C(R®)2-C(R®)2-arilo. En algunas
realizaciones, D es MMAE que tiene la estructura:

o) H OH
éf\ H/, N N
N “¢" N
5 o o 0l ©

En algunas realizaciones, D es una pirrolobenzodiazepina de férmula A:

en la que las lineas de puntos indican la presencia opcional de un doble enlace entre C1y C2 0 C2 y C3; R? esta
seleccionado independientemente de H, OH, =0, =CHz, CN, R, OR, =CH-RP, =C(RP)2, O-S02-R, CO2R y COR, y
opcionalmente adicionalmente seleccionados de halégeno o dihalégeno, en la que RP estd seleccionado
independientemente de R, CO2R, COR, CHO, COzH y halégeno; R® y R® estan seleccionados independientemente de
H, R, OH, OR, SH, SR, NH2, NHR, NRR', NO2, Me3sSn y haldgeno; R” esta seleccionado independientemente de H, R,
OH, OR, SH, SR, NHz2, NHR, NRR', NO2, Me3Sn y halégeno; Q esta seleccionado independientemente de O, S y NH;
R es cualquiera de H o R o, donde Q es O, SO3M, donde M es un cation metalico; R y R' estan seleccionados cada
uno independientemente de grupos alquilo C1s, alquilo C2-12, heterociclilo Cs.s, heterociclilo Cs.20 y arilo Cs20
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opcionalmente sustituidos, y opcionalmente en relacion con el grupo NRR', Ry R’ junto con el atomo de nitrégeno al
que estan unidos forman un anillo heterociclico de 4, 5, 6 o 7 miembros opcionalmente sustituido; R'?, R'6, R y R"”
son como se definen para R?, R, R® y R respectivamente; R" es un grupo alquileno Cs.12, cuya cadena puede
interrumpirse por uno o mas heteroatomos y/o anillos aromaticos que estan opcionalmente sustituidos; y Xy X' estan
seleccionados independientemente de O, S y N(H). En algunas realizaciones tales, D es

\  OH
N
H
N
o)

enelquenes0o01.

En algunas realizaciones, D es un derivado de nemorubicina. En algunas realizaciones, D tiene una estructura
seleccionada de:

O
VNN
=
/5

En algunas realizaciones, un inmunoconjugado comprende un conector que es escindible por una proteasa. En
algunas realizaciones, el conector comprende un dipéptido val-cit o un dipéptido Phe-homolLys. En algunas
realizaciones, un inmunoconjugado comprende un conector que es labil en acido. En algunas realizaciones tales, el
conector comprende hidrazona.
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En algunas realizaciones, un inmunoconjugado tiene una férmula seleccionada de:
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En algunas realizaciones, p oscila de 2-5.

En algunas realizaciones, se proporcionan formulaciones farmacéuticas como se define en las reivindicaciones. En
algunas realizaciones tales, una formulaciéon farmacéutica comprende un inmunoconjugado que comprende un
anticuerpo que se une a FcRH5, por ejemplo, como se describe en el presente documento. El anticuerpo anti-FcRH5
se une a una region especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5¢. En algunas realizaciones, los
anticuerpos anti-FcCRH5 se unen al dominio 9 de tipo Ig de FcRH5c. En algunas realizaciones, una formulacion
farmacéutica comprende ademas un agente terapéutico adicional.

En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos anti-FcRH5 y/o inmunoconjugados de la invencién para su uso
en métodos de tratamiento de individuos que tienen canceres FcRH5-positiva (por ejemplo, FcRH5c) como se define
en las reivindicaciones. En algunas realizaciones tales, un método comprende administrar una formulacion
farmacéutica que comprende un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo que se une a FCRHS y/o un
anticuerpo biespecifico contra FcRH5, por ejemplo, como se describe en el presente documento. En algunas
realizaciones, el anticuerpo biespecifico contra FCRH5 comprende un brazo de unién a FcRH5 y un brazo de unién a
CDa3. El anticuerpo anti-FCR5 se une a una region especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5c. En
algunas realizaciones, los anticuerpos anti-FCRHS se unen al dominio 9 de tipo Ig de FcRH5c. En algunas
realizaciones, el cancer FcCRH5-positiva es un trastorno proliferativo de linfocitos B. En algunas realizaciones, el cancer
FcRH5-positiva es neoplasia de células plasmaticas. En algunas realizaciones, la neoplasia de células plasmaticas es
mieloma multiple. En algunas realizaciones, un método comprende administrar un agente terapéutico adicional al
individuo.

En algunas realizaciones, se proporcionan anticuerpos anti-FcCRH5 y/o inmunoconjugados de la invencién para su uso
en métodos de inhibicién de la proliferacion de una célula FcRH5-positiva (por ejemplo, FCRH5¢) como se define en
las reivindicaciones. En algunas realizaciones, comprendiendo el método exponer la célula a un inmunoconjugado que
comprende un anticuerpo que se une a FcRH5 y/o un anticuerpo biespecifico contra FCRH5 en condiciones permisivas
para la unién del anticuerpo a FcRH5 sobre la superficie de la célula. En algunas realizaciones, el anticuerpo
biespecifico contra FCRH5 comprende un brazo de unién a FcRH5 y un brazo de unién a CD3. El anticuerpo anti-
FcRH5 se une a una region especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5c. En algunas realizaciones,
los anticuerpos anti-FcCRH5 se unen al dominio 9 de tipo Ig de FcRH5¢. En algunas realizaciones, el anticuerpo que
se une a FcRH5 es un anticuerpo descrito en el presente documento. En algunas realizaciones, el cancer FcRH5-
positiva es un trastorno proliferativo de linfocitos B. En algunas realizaciones, el cancer FcRH5-positiva es neoplasia
de células plasmaticas. En algunas realizaciones, la neoplasia de células plasmaticas es mieloma multiple. En algunas
realizaciones, un método comprende administrar un agente terapéutico adicional al individuo.

Un anticuerpo que se une a FcRHS puede conjugarse con una marca. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-
FcRH5 se une a una region especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5c. En algunas realizaciones,
los anticuerpos anti-FcCRH5 se unen al dominio 9 de tipo Ig de FcRH5¢. En algunas realizaciones, el anticuerpo que
se une a FcRH5 es un anticuerpo descrito en el presente documento. En algunas realizaciones, la marca es un emisor
de positrones. En algunas realizaciones, el emisor de positrones es 8%Zr.

En algunas realizaciones, se proporciona un método de deteccién de FcCRH5 humana en una muestra biolégica como
se define en las reivindicaciones. En algunas realizaciones, un método comprende poner en contacto la muestra
biolégica con un anticuerpo anti-FcCRH5 en condiciones permisivas para la unién del anticuerpo anti-FcRH5 a una
FcRH5 humana que existe de forma natural, y detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo anti-FcRH5 y una
FcRH5 humana que existe de forma natural en la muestra biolégica. El anticuerpo anti-FCRH5 se une a una region
especifica de isoforma c del dominio extracelular de FcRH5c. En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-FcCRH5
se unen al dominio 9 de tipo Ig de FcRH5c. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FCRH5 es un anticuerpo
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descrito en el presente documento.

En algunas realizaciones, se proporciona un método de deteccion de un cancer FCRH5-positiva como se define en las
reivindicaciones. En algunas realizaciones tales, un método comprende (i) administrar un anticuerpo anti-FcRH5
marcado a un sujeto que tiene o que se sospecha que tiene un cancer FcRH5-positiva, y (ii) detectar el anticuerpo
anti-FcRH5 marcado en el sujeto, en las que la deteccion del anticuerpo anti-FcRH5 marcado indica un cancer FcRH5-
positiva en el sujeto. El anticuerpo anti-FcCRH5 se une a una region especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular
de FcRH5c. En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-FCRH5 se unen al dominio 9 de tipo Ig de FcRH5c. En
algunas realizaciones, un anticuerpo anti-FCRH5 es un anticuerpo descrito en el presente documento.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1(A) representa las tres isoformas principales de FcRH5, FcRH5a (IRTA2a; identificador de UniProt
Q96RD9-3), FcRH5b (IRTA2b; identificador de UniProt Q96RD9-4) y FcRH5¢ (IRTAZ2c; identificador de UniProt
Q96RD9-1). Los dominios de tipo Ig estan numerados y se corresponden con la secuencia de aminoacidos de
identificador de UniProt Q69RD9-1 (SEQ ID NO: 1): dominio 1 de tipo Ig (aa ("(aminoacido") 23-100), dominio 2 de
tipo Ig (aa 105-185), dominio 3 de tipo Ig (aa 188-271), dominio 4 de tipo Ig (287-373), dominio 5 de tipo Ig (aa
380-466), dominio 6 de tipo Ig (aa 490-555), dominio 7 de tipo Ig (aa 568-652), dominio 8 de tipo Ig (aa 658-731) y
dominio 9 de tipo Ig (aa 754-835). La FIG. 1(B) representa parte de FcRH5 (SEQ ID NO: 136) y la estructura y
homologia de los aminoacidos de FcRH5 735 a 977 de FcRH5¢c (SEQ ID NO: 2).

La FIG. 2 muestra la union de anticuerpos contra FcCRH5 a células SVT2 transfectadas con (A) FCRH5 humana y
(B) FcRH5 de cino, en diferentes concentraciones.

La FIG. 3 muestra la unién de anticuerpos contra FCRH5 a (A) células EJM o (B) células OPM2 transfectadas con
FcRH5 humana, y la unién de sobrenadantes de subclones (C) 5A10.1, (D) 5F1.1, (E) 3G7.1y (F) 6D2.2 a células
MOLP2 que expresan FcRH5 enddégenamente.

La FIG. 4 muestra (A) la unién de sobrenadantes de subclones de FcRH5 a células 293 transfectadas con FCRH5
WT o (B) mutante con delecion de 4 dominios extracelulares proximales de la membrana.

La FIG. 5 muestra la unién de (A) los anticuerpos contra FCRH5 a FcRH5a por ELISA, y (B) la unién de
sobrenadantes de subclones a linfocitos B humanos.

La FIG. 6 muestra la unién de sobrenadantes de subclones de FCRH5 a células SVT2 transfectadas con (A) FCRH1,
(B) FcRH2, (C) FcRH3, o (D) FcRH4.

La FIG. 7 muestra la unién de sobrenadantes de subclones de anticuerpos contra FcRH5 a linfocitos NK.

La FIG. 8 muestra (A) la actividad de destruccion de bisFab contra FcRH5, FCRH5-TDB (clon 10A8) y (B) HER2-
TDB y (C) la actividad de destruccion de FcRH5-bisFabs y (D) FCRH5-TDB en células 293 transfectadas con
FcRH5.

La FIG. 9 muestra (A) la actividad de destruccién y (B) la activacién de linfocitos T de bisFabs contra FCRH5 y
FcRH5-TDB en células MOLP-2.

Descripcion detallada
I. Definiciones

El término "FcRH5", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier FCRH5 madura nativa que resulta
del procesamiento de una proteina precursora de FCRH5 en una célula. El término incluye FcRH5 de cualquier fuente
de vertebrado, que incluye mamiferos tales como primates (por ejemplo, seres humanos y monos cinomolgos) y
roedores (por ejemplo, ratones y ratas), a menos que se indique lo contrario. El término también incluye variantes que
existen de forma natural de FcRH5, por ejemplo, variantes de corte y empalme o variantes alélicas. En algunas
realizaciones, las secuencias de aminoacidos de las proteinas FCRH5 humanas es FcRH5a (IRTA2a; identificador de
UniProt Q96RD9-3; 759 aa), FcRH5b (IRTA2b; identificador de UniProt Q96RD9-4; 592 aa), FcRH5c (IRTAZ2c;
identificador de UniProt Q96RD9-1; 977 aa (SEQ ID NO: 1), identificador de UniProt Q96RD9-2 (124 aa) y/o FcRH5d
(IRTA2d; identificador de UniProt Q96RD9-5; 152 aa).

El término "formas glucosiladas de FcRH5" se refiere a formas que existen de forma natural de FcRH5 que se
modifican post-traduccionalmente mediante la adicion de restos de hidrato de carbono.

"Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" con respecto a una secuencia de polipéptidos de
referencia se define como el porcentaje de restos de aminoacidos en una secuencia candidata que son idénticos con
los restos de aminoacidos en la secuencia de polipéptidos de referencia, después de alinear las secuencias e introducir
huecos, si fuera necesario, para lograr el maximo porcentaje de identidad de secuencia, y sin considerar sustituciones
conservativas como parte de la identidad de secuencia. El alineamiento para los fines de determinar el porcentaje de
identidad de secuencia de aminoacidos puede lograrse de diversas formas que estan dentro de la experiencia en la
materia, por ejemplo, usando software informatico publicamente disponible tal como el software BLAST, BLAST-2,
ALIGN o Megalign (DNASTAR). Aquellos expertos en la materia pueden determinar parametros apropiados para
alinear las secuencias, que incluyen cualquier algoritmo necesario para lograr el alineamiento maximo con respecto a
la longitud completa de las secuencias que se comparan. Para los fines en el presente documento, sin embargo, los
valores de % de identidad de secuencia de aminoacidos se generan usando el programa informatico de comparacion
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de secuencias ALIGN-2. El programa informatico de comparacion de secuencias ALIGN-2 fue escrito por Genentech,
Inc., y el cédigo fuente ha sido presentado con documentacidon de usuario en la oficina de derechos de autor de
EE.UU., Washington D.C., 20559, donde esta registrado con el N.° de acceso de derechos de autor de EE.UU.
TXU510087. El programa ALIGN-2 esta publicamente disponible de Genentech, Inc., South San Francisco, California,
o puede ser compilado a partir del cédigo fuente. El programa ALIGN-2 debe ser compilado para su uso en un sistema
operativo UNIX, que incluye UNIX V4.0D digital. Todos los parametros de comparacion de secuencias estan fijados
por el programa ALIGN-2 y no varian.

En situaciones donde ALIGN-2 se emplea para comparaciones de secuencias de aminoacidos, el % de identidad de
secuencia de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos A dada para, con, o contra una secuencia de
aminoacidos B dada (que alternativamente puede expresarse como una secuencia de aminoacidos A dada que tiene
o comprende un cierto % de identidad de secuencia de aminoacidos para, con, o contra una secuencia de aminoacidos
B dada) se calcula del siguiente modo:

100 veces la fraccion X/Y donde X es el numero de restos de aminoacidos puntuados como coincidencias idénticas
por el programa de alineamiento de secuencias ALIGN-2 en el alineamiento de ese programa de Ay B, y donde Y es
el nimero total de restos de aminoacidos en B. Se apreciara que donde la longitud de secuencia de aminoacidos A
no es igual a la longitud de secuencia de aminoacidos B, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de A con
respecto a B no sera igual al % de identidad de secuencia de aminoacidos de B con respecto a A. A menos que se
establezca especificamente de otro modo, todos los valores del % de identidad de secuencia de aminoacidos usados
en el presente documento se obtienen como se describe en el parrafo inmediatamente precedente usando el programa
informatico ALIGN-2.

Los términos "anticuerpo anti-FCRH5" y "un anticuerpo que se une a FcRH5" se refieren a un anticuerpo que es capaz
de unirse a FcRH5 con afinidad suficiente de forma que el anticuerpo es util como agente de diagndstico y/o terapéutico
en el direccionamiento de FCRH5. En una realizacion, el grado de unién de un anticuerpo anti-FcRH5 a una proteina
no FcRH5 sin relacionar es inferior a aproximadamente el 10 % de la unién del anticuerpo a FCRH5 como se mide,
por ejemplo, por un radioinmunoensayo (RIA). En ciertas realizaciones, un anticuerpo que se une a FcRH5 tiene una
constante de disociaciéon (Kd) de <1 yM, £ 100 nM, £10nM, , £5nM,<4nM, £3nM,<2nM, £1nM, £0,1 mM, <
0,01 nM o < 0,001 nM (por ejemplo, 10 M o menos, por ejemplo de 108 M a 103 M, por ejemplo, de 10° M a 1013
M). En ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-FcRH5 se une a un epitopo de FcRH5 que esta conservado entre
FcRH5 de diferentes especies. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FCRH5 se une a una regién especifica de
isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5c. En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-FCRH5 se unen al
dominio 9 de tipo Ig de FcRH5c.

El término "anticuerpo” se usa en el presente documento en el sentido mas amplio y engloba diversas estructuras de
anticuerpo, que incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos
multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos), y fragmentos de anticuerpos, mientras que presenten la
actividad de union al antigeno deseada.

Un "fragmento de anticuerpo” se refiere a una molécula distinta de un anticuerpo intacto que comprende una porcion
de un anticuerpo intacto y que se une al antigeno al que se une el anticuerpo intacto. Ejemplos de fragmentos de
anticuerpos incluyen, pero no se limitan a, Fv, Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')2; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas
de anticuerpo monocatenarias (por ejemplo, scFv); y anticuerpos multiespecificos formados de fragmentos de
anticuerpos.

El término "epitopo" se refiere al sitio particular en una molécula de antigeno a la que se une un anticuerpo.

Un "anticuerpo que se une al mismo epitopo" que un anticuerpo de referencia se refiere a un anticuerpo que bloquea
la unién del anticuerpo de referencia a su antigeno en un ensayo de competicion el 50 % o mas, y en cambio, el
anticuerpo de referencia bloquea la unidn del anticuerpo a su antigeno en un ensayo de competicion el 50 % o mas.
Un ensayo de competicién a modo de ejemplo se proporciona en el presente documento.

El término "anticuerpo monoclonal”, como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo obtenido a
partir de una poblaciéon de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacion son idénticos y/o se unen al mismo epitopo, excepto por posibles anticuerpos de variante,
por ejemplo, que contienen mutaciones que existen de forma natural o que surgen durante la produccion de una
preparacion de anticuerpos monoclonales, estando tales variantes generalmente presentes en cantidades menores.
A diferencia de las preparaciones de anticuerpos policlonales, que normalmente incluyen diferentes anticuerpos
dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal de una preparacion de anticuerpos
monoclonales se dirige contra un unico determinante en un antigeno. Asi, el adjetivo "monoclonal" indica el caracter
del anticuerpo como que se obtiene de una poblacion sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no debe
interpretarse como que requiere la produccion del anticuerpo por cualquier método particular. Por ejemplo, los
anticuerpos monoclonales que van a usarse segun la presente invencién pueden prepararse mediante varias técnicas,
que incluyen, pero no se limitan a, el método de hibridoma, métodos de ADN recombinante, métodos de presentacion
en fago y métodos que utilizan animales transgénicos que contienen todos o parte de los loci de inmunoglobulina
humana, siendo tales métodos y otros métodos a modo de ejemplo de preparacion de anticuerpos monoclonales
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descritos en el presente documento.

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

Un "anticuerpo desnudo" se refiere a un anticuerpo que no esta conjugado con un resto heterélogo (por ejemplo, un
resto citotdxico) o radiomarca. El anticuerpo desnudo puede estar presente en una formulacion farmacéutica.

"Anticuerpos nativos" se refiere a moléculas de inmunoglobulina que existen de forma natural con estructuras
variables. Por ejemplo, los anticuerpos IgG nativos son glucoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente
150.000 dalton, compuestas de dos cadenas ligeras idénticas y dos cadenas pesadas idénticas que estan unidas por
disulfuro. De extremo N a C, cada cadena pesada tiene una region variable (VH), también llamado un dominio pesado
variable o un dominio variable de la cadena pesada, seguido de tres dominios constantes (CH1, CH2 y CH3).
Similarmente, de extremo N a C, cada cadena ligera tiene una region variable (VL), también llamado un dominio ligero
variable o un dominio variable de la cadena ligera, seguido de un dominio ligero constante (CL). La cadena ligera de
un anticuerpo puede asignarse a uno de dos tipos, llamados kappa (k) y lambda (A), basandose en la secuencia de
aminodacidos de su dominio constante.

El término anticuerpo "quimérico" se refiere a un anticuerpo en el que una porcién de la cadena pesada y/o ligera
deriva de una fuente o especie particular, mientras que el resto de la cadena pesada y/o ligera deriva de una fuente o
especie diferente.

Un "anticuerpo humano" es uno que posee una secuencia de aminoacidos que se corresponde con la de un anticuerpo
producido por un ser humano o una célula humana o derivada de una fuente no humana que utiliza repertorios de
anticuerpos humanos u otras secuencias codificantes de anticuerpos humanos. Esta definicion de un anticuerpo
humano excluye especificamente un anticuerpo humanizado que comprende restos de unién al antigeno no humanos.

Un anticuerpo "humanizado" se refiere a un anticuerpo quimérico que comprende restos de aminoacidos de HVR no
humanas y restos de aminoacidos de FR humanas. En ciertas realizaciones, un anticuerpo humanizado comprendera
sustancialmente todos de al menos uno, y normalmente dos, dominios variables, en los que todas o sustancialmente
todas las HVR (por ejemplo, CDR) se corresponden con aquellas de un anticuerpo no humano, y todas o
sustancialmente todas las FR se corresponden con aquellas de un anticuerpo humano. Un anticuerpo humanizado
puede comprender opcionalmente al menos una porcion de una region constante de anticuerpo derivada de un
anticuerpo humano. Una "forma humanizada" de un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo no humano, se refiere a
un anticuerpo que ha experimentado humanizacion.

La "clase" de un anticuerpo se refiere al tipo de dominio constante o region constante poseido por su cadena pesada.
Hay cinco clases principales de anticuerpos: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y varias de éstas pueden dividirse adicionalmente
en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, IgG2, IgGs, IgG4, IgA1 e IgA2. Los dominios constantes de la cadena pesada
que se corresponden con las diferentes clases de inmunoglobulinas se llaman a, 6, €, v y 1, respectivamente.

El término "region Fc" en el presente documento se usa para definir una regién del extremo C de una cadena pesada
de la inmunoglobulina que contiene al menos una porcién de la regidon constante. El término incluye regiones Fc de la
secuencia nativa y regiones Fc de variante. En una realizacién, una regiéon Fc de la cadena pesada de IgG humana
se extiende de Cys226, o de Pro230, al extremo carboxilo de la cadena pesada. Sin embargo, la lisina del extremo C
(Lys447) de la region Fc puede o puede no estar presente. A menos que se especifique de otro modo en el presente
documento, la numeracion de restos de aminoacidos en la regidon Fc o regidon constante es segun el sistema de
numeracion EU, también llamado el indice EU, como se describe en Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991.

El término "region variable" o "dominio variable" se refiere al dominio de una cadena pesada o ligera de anticuerpo
que participa en la union del anticuerpo al antigeno. Los dominios variables de la cadena pesada y cadena ligera (VH
y VL, respectivamente) de un anticuerpo nativo generalmente tienen estructuras similares, comprendiendo cada
dominio cuatro regiones estructurales (FR) conservadas y tres regiones hipervariables (HVR), (véase, por ejemplo,
Kindt et al., Kuby Immunology, 62 ed., W.H. Freeman y Co., pagina 91 (2007)). Un unico dominio VH o VL puede ser
suficiente para conferir especificidad de unién al antigeno. Ademas, los anticuerpos que se unen a antigeno particular
puede aislarse usando un dominio VH o VL de un anticuerpo que se une al antigeno para cribar una biblioteca de
dominios VL o VH complementarios, respectivamente. Véase, por ejemplo, Portolano et al., J. Immunol, 150:880-887
(1993); Clarkson et al., Nature 352:624-628 (1991).

"Regién estructural" o "FR" se refiere a restos del dominio variable distintos de los restos de la region hipervariable
(HVR). La FR de un dominio variable generalmente consiste en cuatro dominios FR: FR1, FR2, FR3 y FR4. Por
consiguiente, las secuencias HVR y FR generalmente aparecen en la siguiente secuencia en VH (o VL): FR1-H1(L1)-
FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4.
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Una "region estructural consenso humana" es una regioén estructural que representa los restos de aminoacidos que se
producen mas comunmente en una seleccion de secuencias de la region estructural VL o VH de inmunoglobulina
humana. Generalmente, la seleccidon de secuencias VL o VH de inmunoglobulina humana es de un subgrupo de
secuencias del dominio variable. Generalmente, el subgrupo de secuencias es un subgrupo como en Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicién, Publicacion NIH 91-3242, Bethesda MD (1991), vol.
1-3. En una realizacion, para VL, el subgrupo es el subgrupo kappa | como en Kabat et al., arriba. En una realizacion,
para VH, el subgrupo es el subgrupo Ill como en Kabat et al., arriba.

El término "regién hipervariable" o "HVR", como se usa en el presente documento, se refiere a cada una de las regiones
de un dominio variable de anticuerpo que son hipervariables en secuencia y/o forman bucles estructuralmente
definidos ("bucles hipervariables"). Generalmente, los anticuerpos de cuatro cadenas nativos comprenden seis HVR;
tres en VH (H1, H2, H3) y tres en VL (L1, L2, L3). Las HVR generalmente comprenden restos de aminoacidos de los
bucles hipervariables y/o de las "regiones determinantes de la complementariedad" (CDR), siendo las ultimas de
variabilidad de secuencia mas alta y/o estando implicadas en el reconocimiento del antigeno. Bucles hipervariables a
modo de ejemplo se producen en los restos de aminoacidos 26-32 (L1), 50-52 (L2), 91-96 (L3), 26-32 (H1), 53-55 (H2)
y 96-101 (H3). (Chothia y Lesk, J. Mol. Biol, 196:901-917 (1987)). CDR a modo de ejemplo (CDR-L1, CDR-L2, CDR-
L3, CDR-H1, CDR-H2, y CDR-H3) se producen en los restos de aminoacidos 24-34 de L1, 50-56 de L2, 89-97 de L3,
31-35B de H1, 50-65 de H2 y 95-102 de H3. (Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed.
Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)). Con la excepcién de CDR1 en VH, las CDR
generalmente comprenden los restos de aminoacidos que forman los bucles hipervariables. Las CDR también
comprenden "restos determinantes de la especificidad", o "SDR," que son restos en contacto con el antigeno. Los
SDR estan contenidos dentro de regiones de las CDR llamadas CDR abreviadas, o a-CDR. a-CDR a modo de ejemplo
(a-CDR-L1, a-CDR-L2, a-CDR-L3, a-CDR-H1, a-CDR-H2 y a-CDR-H3) se producen en los restos de aminoacidos 31-
34 de L1, 50-55 de L2, 89-96 de L3, 31-35B de H1, 50-58 de H2 y 95-102 de H3 (véase Almagro y Fransson, Front.
Biosci. 13:1619-1633 (2008)). A menos que se indique lo contrario, los restos de HVR y otros restos en el dominio
variable (por ejemplo, restos de FR) se numeran en el presente documento segun Kabat et al., arriba.

Una "regidn estructural humana aceptora" para los fines en el presente documento es una regién estructural que
comprende la secuencia de aminoacidos de una region estructural del dominio variable de la cadena ligera (VL) o una
region estructural del dominio variable de la cadena pesada (VH) derivada de una region estructural de
inmunoglobulina humana o una region estructural consenso humana, como se define mas adelante. Una region
estructural humana aceptora "derivada de" una region estructural de inmunoglobulina humana o una regién estructural
consenso humana puede comprender la misma secuencia de aminoacidos de la misma, o puede contener cambios
de la secuencia de aminoacidos. En algunas realizaciones, el nimero de cambios de aminoacidos son 10 o menos, 9
0 menos, 8 o menos, 7 0 menos, 6 0 menos, 5 0 menos, 4 0o menos, 3 0 menos, 0 2 0 menos. En algunas realizaciones,
la regién estructural humana aceptora VL es idéntica en secuencia a la secuencia de la region estructural humana de
inmunoglobulina VL o secuencia de la region estructural consenso humana.

"Afinidad" se refiere a la intensidad de la suma total de interacciones no covalentes entre un unico sitio de unién de
una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) y su componente de unién (por ejemplo, un antigeno). A menos que se
indique lo contrario, como se usa en el presente documento, "afinidad de unién" se refiere a la afinidad de union
intrinseca que refleja una interaccion 1:1 entre miembros de un par de unién (por ejemplo, anticuerpo y antigeno). La
afinidad de una molécula X por su compafiero Y puede representarse generalmente por la constante de disociacion
(Kd). La afinidad puede medirse por métodos comunes conocidos en la técnica, que incluyen aquellos descritos en el
presente documento. Realizaciones ilustrativas especificas y a modo de ejemplo para medir afinidad de union se
describen a continuacion.

Un anticuerpo "madurado por afinidad" se refiere a un anticuerpo con una o mas alteraciones en una o mas regiones
hipervariables (HVR), en comparacion con un anticuerpo parental que no posee tales alteraciones, produciendo tales
alteraciones una mejora en la afinidad del anticuerpo por el antigeno.

Un "inmunoconjugado" es un anticuerpo conjugado con una o mas moléculas heterélogas, que incluyen, pero no se
limitan a, un agente citotéxico.

El término "agentes citotdxicos", como se usa en el presente documento, se refiere a una sustancia que inhibe o
previene una funcion celular y/o produce muerte o destruccion celular. Los agentes citotoxicos incluyen, pero no se
limitan a, is6topos radiactivos (por ejemplo, At2!!, 1131 125 Y90 Re!8 Re'8 Sm'93 Bi212, P32 Pp2'2 e isdtopos
radiactivos de Lu); agentes quimioterapéuticos o farmacos (por ejemplo, metotrexato, adriamicina, alcaloides de la
vinca (vincristina, vinblastina, etopoésido), doxorubicina, melfalan, mitomicina C, clorambucilo, daunorubicina u otros
agentes intercalantes); agentes inhibidores del crecimiento; enzimas y fragmentos de las mismas tales como enzimas
nucleoliticas; antibidticos; toxinas de molécula pequefia o toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano,
fungico, de planta o animal, que incluyen fragmentos y/o variantes de los mismos; y los diversos agentes antitumorales
o antineoplasicos desvelados mas adelante.

"Funciones efectoras" se refiere a aquellas actividades bioldgicas atribuibles a la region Fc de un anticuerpo, que
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varian con el isotipo del anticuerpo. Ejemplos de funciones efectoras de anticuerpos incluyen: unién a C1q vy
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC); unién al receptor de Fc; citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC); fagocitosis; regulacion por disminucion de receptores de la superficie celular (por ejemplo, receptor
de linfocitos B); activacion de linfocitos B.

Un "anticuerpo aislado™ es uno que ha sido separado de un componente de su entorno natural. En algunas
realizaciones, un anticuerpo se purifica a mas del 95 % o 99 % de pureza, como se ha determinado por, por ejemplo,
electroforéticas (por ejemplo, SDS-PAGE, isoelectroenfoque (IEF), electroforesis capilar) o cromatograficas (por
ejemplo, intercambio idnico o HPLC de fase inversa). Para una revision de métodos para la evaluacion de la pureza
del anticuerpo, véase, por ejemplo, Flatman et al., J. Chromatogr, B 848:79-87 (2007).

Un "acido nucleico aislado" se refiere a una molécula de acido nucleico que ha sido separada de un componente de
su entorno natural. Un acido nucleico aislado incluye una molécula de acido nucleico contenida en células que
generalmente contienen la molécula de acido nucleico, pero la molécula de acido nucleico estd presente
extracromosomicamente o en una localizacion cromosémica que es diferente de su localizacion cromosémica natural.

"Acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo anti-FcRH5" se refiere a una o mas moléculas de acido nucleico
que codifican cadenas pesadas y ligeras (o fragmentos de las mismas) del anticuerpo, que incluyen tal(es) molécula(s)
de acido nucleico en un Unico vector o vectores separados, y tal(es) molécula(s) de acido nucleico presente(s) en una
0 mas localizaciones en una célula hospedadora.

El término "vectores," como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de
propagar otro acido nucleico al que esta unido. El término incluye el vector como estructura de acido nucleico auto-
replicante, ademas del vector incorporado en el genoma de una célula hospedadora en la que se ha introducido.
Ciertos vectores son capaces de dirigir la expresion de acidos nucleicos a los que estan operativamente unidos. Tales
vectores se denominan en el presente documento "vectores de expresion”.

Los términos "célula hospedadora", "linea de células hospedadoras" y "cultivo de células hospedadoras" se usan
indistintamente y se refieren a células en las que se ha introducido acido nucleico exégeno, que incluyen la progenie
de tales células. Las células hospedadoras incluyen "transformantes" y "células transformadas", que incluyen la célula
transformada primaria y progenie derivada de la misma sin considerar el nimero de pases. La progenie puede no ser
completamente idéntica en contenido de acido nucleico a una célula parental, sino que puede contener mutaciones.
La progenie mutante que tiene la misma funcién o actividad bioldgica que la cribada o seleccionada en la célula
originalmente transformada esta incluida en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, "tratamiento” (y variaciones gramaticales del mismo tales como "tratan" o
"tratar") se refiere a la intervencion clinica en un intento por alterar el ciclo natural del individuo que esta tratandose, y
puede realizarse tanto para la profilaxis como durante el ciclo de patologia clinica. Efectos deseables del tratamiento
incluyen, pero no se limitan a, prevenir la aparicion o reaparicion de enfermedad, alivio de sintomas, reduccion de
cualquier consecuencia patolégica directa o indirecta de la enfermedad, prevencion de metastasis, disminucion de la
tasa de progresion de la enfermedad, mejora o paliacion del estado de enfermedad, y remision o prondstico mejorado.
En algunas realizaciones, los anticuerpos de la invencion se usan para retardar el desarrollo de una enfermedad o
para ralentizar la progresion de una enfermedad.

Los términos "cancer" y "canceroso" se refieren a o describen la condicidn fisiolégica en mamiferos que normalmente
se caracteriza por crecimiento celular/proliferaciéon no regulado. Ejemplos de céncer incluyen, pero no se limitan a,
carcinoma, linfoma (por ejemplo, linfoma de Hodgkin y no Hodgkin), blastoma, sarcoma y leucemia. Mas ejemplos
particulares de tales canceres incluyen cancer de células escamosas, cancer de pulmén de células pequenas, cancer
de pulmén de células no pequefias, adenocarcinoma de pulmoén, carcinoma de pulmén escamoso, cancer de
peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrointestinal, cancer pancreatico, glioma, cancer de cuello uterino, cancer
de ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer
del intestino delgado, carcinoma endometrial o uterino, carcinoma de las glandulas salivales, cancer de rifidn, cancer
de higado, cancer de prostata, cancer de vulva, cancer de tiroides, carcinoma hepatico, leucemia y otros trastornos
linfoproliferativos, y diversos tipos de cancer de cabeza y cuello.

Un "tumor maligno de linfocitos B" en el presente documento incluye linfoma no Hodgkin (LNH), que incluye LNH de
escasa malignidad/folicular, LNH linfocitico pequefio (SL), LNH de malignidad intermedia/folicular, LNH difuso de
malignidad intermedia, LNH inmunoblastico de gran malignidad, LNH linfoblastico de gran malignidad, LNH de células
no escindidas pequefas de gran malignidad, LNH con neoplasia maligna, linfoma de células del manto, linfoma
relacionado con el SIDA y macroglobulinemia de Waldenstrom, linfoma no Hodgkin (LNH), enfermedad de Hodgkin
predominante en linfocitos (LPHD), linfoma linfocitico pequefio (LLP), leucemia linfocitica crénica (LLC), LNH inactivo,
que incluye LNH inactivo recidivante y LNH inactivo resistente a rituximab; leucemia, que incluye leucemia linfoblastica
aguda (LLA), leucemia linfocitica crénica (LLC), leucemia de células pilosas, leucemia mieloblastica cronica; linfoma
de células del manto; y otros tumores malignos hematologicos. Tales tumores malignos pueden tratarse con
anticuerpos dirigidos contra marcadores superficiales de linfocitos B, tales como FcRH5 (por ejemplo, FcRH5c). Tales
enfermedades se contemplan en el presente documento para ser tratadas por la administracién de un anticuerpo
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dirigido contra un marcador superficial de linfocitos B, tal como FcRH5 (por ejemplo, FcRH5c), e incluye la
administraciéon de un anticuerpo no conjugado ("desnudo") o un anticuerpo conjugado con un agente citotdxico como
se desvela en el presente documento. Tales enfermedades también se contemplan en el presente documento para
ser tratadas por terapia de combinacion que incluye un anticuerpo anti-FcRH5 (incluyendo anticuerpo biespecifico
contra FcRH5) o conjugado de anticuerpo anti-FCRH5 - farmaco en combinacion con otro anticuerpo o conjugado de
anticuerpo-farmaco, otro agente citotdxico, radiacién u otro tratamiento administrado simultaneamente o en serie.

El término "linfoma no Hodgkin" o "LNH", como se usa en el presente documento, se refiere a un cancer del sistema
linfatico distinto de linfomas de Hodgkin. Los linfomas de Hodgkin pueden generalmente distinguirse de los linfomas
no Hodgkin por la presencia de células de Reed-Stemberg en linfomas de Hodgkin y la ausencia de dichas células en
linfomas no Hodgkin. Ejemplos de linfomas no Hodgkin englobados por el término como se usa en el presente
documento incluyen cualquiera que seria identificado como tal por un experto en la materia (por ejemplo, un oncélogo
0 patodlogo) segun los esquemas de clasificacion conocidos en la técnica, tales como el esquema revisado europeo-
americano de linfomas (REAL) como se describe en Color Atlas of Clinical Hematology (32 edicién), A. Victor Hoffbrand
y John E. Pettit (eds.) (Harcourt Publishers Ltd., 2000). Véase, en particular, las listas en las FIGS. 11.57, 11.58 y
11.59. Mas ejemplos especificos incluyen, pero no se limitan a, LNH recidivante o resistente al tratamiento, LNH de
escasa malignidad de primera linea, LNH de estadio 11l/IV, LNH resistente a quimioterapia, leucemia linfoblastica de
precursores y/o linfoma, linfoma linfocitico pequefo, leucemia linfocitica crénica de linfocitos B y/o leucemia
prolinfocitica y/o linfoma linfocitico pequefio, linfoma prolinfocitico de linfocitos B, inmunocitoma y/o linfoma
linfoplasmacitico, linfoma linfoplasmacitico, linfoma de linfocitos B de la zona marginal, linfoma esplénico de la zona
marginal, linfoma extranodal de la zona marginal--MALTA, linfoma nodal de la zona marginal, leucemia de células
pilosas, plasmacitoma y/o mieloma de células plasmaéticas, linfoma de escasa malignidad/folicular, LNH de malignidad
intermedia/folicular, linfoma de células del manto, linfoma del centro del foliculo (folicular), LNH difuso de malignidad
intermedia, linfoma de linfocitos B grande difuso, LNH agresivo (incluyendo LNH agresivo de primera linea y LNH
recidivante agresivo), LNH, que recae después de o resistente a trasplante autdlogo de células madres, linfoma
primario mediastinal de linfocitos B grandes, linfoma de efusion primaria, LNH inmunoblastico de gran malignidad, LNH
linfoblastico de gran malignidad, LNH de células no escindidas pequefias de gran malignidad, LNH con neoplasia
maligna, linfoma de Burkitt, leucemia linfocitica granular grande de precursores (periférica), micosis fungoide y/o
sindrome de Sézary, linfomas de la piel (cutaneos), linfoma anaplasico de células grandes, linfoma angiocéntrico.

Los trastornos de células plasmaticas resultan de la divisidon o multiplicacion no controlada de un clon de células
plasmaticas. Las células plasmaticas surgen de los linfocitos B activados (es decir, linfocitos B). Cada linfocito B
produce un receptor Unico, conocido como el receptor de linfocitos B, presentado sobre su superficie celular que es
especifico para una sustancia extrafia, es decir, antigeno. Cuando un receptor de linfocitos B se une a su antigeno
relacionado, la célula que expresa el receptor se activa para volver a entrar en el ciclo celular, produciendo muchas
copias clonales de él mismo. Los clones maduran en células plasmaticas que residen principalmente en la médula
Osea y que estan especializados para producir copias del receptor de linfocitos B que son liberadas en la corriente
sanguinea como anticuerpos. En un trastorno de células plasmaticas, la célula plasmatica o el linfocito B parental sufre
dafo genético, que produce la supresion de o la insensibilidad a las limitaciones normales en la division celular y/o
actividad. Células plasmaticas hijas derivadas de tales células son malignas porque pueden dividirse libremente y/o
generar cantidad en exceso de la misma inmunoglobulina (anticuerpo). Frecuentemente, la inmunoglobulina producida
es incompleta o tiene una conformacion incorrecta que puede producir la acumulacién de la proteina (también conocida
como proteina monoclonal, proteina M, paraproteina o proteina de amiloide, dependiente del trastorno especifico) en
el suero, tejidos u dérganos (especialmente los rifiones), que conduce a disfuncion y/o insuficiencia organica. Los
trastornos de células plasméticas incluyen gammapatias monoclonales de significancia indeterminada (MGUS),
mieloma multiple (MM), macroglobulinemia, enfermedades de la cadena pesada y amiloidosis sistémica de la cadena
ligera (AL), que se diferencian basandose en la naturaleza proliferativa del clon, el grado de participacion de la médula
Osea y el tipo de proteina M expresada. Trastornos de células plasmaticas adicionales son plasmacitoma solitario,
plasmacitoma extramedular, plasmacitomas solitarios multiples, leucemia de células plasmaticas, macroglobulinemia
de Waldenstréom, linfoma no Hodgkin de linfocitos B, leucemia linfocitica crénica de linfocitos B.

El término "cancer FcRH5-positiva" se refiere a un cancer que comprende células que expresan FcCRH5 sobre su
superficie. Para los fines de determinar si una célula expresa FCRHS5 sobre la superficie, se considera que la expresion
de ARNm de FcRH5 se correlaciona con la expresion de FCRH5 en la superficie celular. En algunas realizaciones, la
expresion de ARNm de FcRH5 se determina por un método seleccionado de hibridacion in situ y RT-PCR (incluyendo
RT-PCR cuantitativa). Alternativamente, la expresion de FcRH5 sobre la superficie celular puede determinarse, por
ejemplo, usando anticuerpos contra FCRH5 en un método tal como inmunohistoquimica, FACS, etc. En algunas
realizaciones, FCRH5 es uno o mas de FcRH5a, FcRH5b, FcRH5c, identificador de UniProt Q96RD9-2 y/o FcRH5d.
En algunas realizaciones, FcCRH5 es FcRH5c.

El término "célula FcRH5-positiva" se refiere a una célula que expresa FcRH5 en su superficie. En algunas
realizaciones, FcRH5 es uno o mas de FcRH5a, FcRR5b, FcRH5c, identificador de UniProt Q96RD9-2, y/o FcRH5d.
En algunas realizaciones, FcRH5 es FcRH5c.

Una "cantidad eficaz" de un agente, por ejemplo, una formulacion farmacéutica, se refiere a una cantidad eficaz, a
dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado terapéutico o profilactico deseado.
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Un "individuo" o "sujeto" es un mamifero. Mamiferos incluyen: pero no se limitan a, animales domesticados (por
ejemplo, vacas, ovejas, gatos, perros y caballos), primates (por ejemplo, seres humanos y primates no humanos tales
como monos), conejos y roedores (por ejemplo, ratones y ratas). En ciertas realizaciones, el individuo o sujeto es un
ser humano.

El término "prospecto" se usa para referirse a instrucciones habitualmente incluidas en envases comerciales de
productos terapéuticos, que contienen informacion sobre las indicaciones, uso, dosificacidon, administracion, terapia
de combinacioén, contraindicaciones y/o advertencias referentes al uso de tales productos terapéuticos.

El término "formulacién farmacéutica" se refiere a una preparaciéon que esta en una forma tal como para permitir que
la actividad bioldgica de un principio activo contenido en ella sea eficaz, y que no contiene componentes adicionales
que son inaceptablemente toxicos para un sujeto al que se administraria la formulacion.

Un "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a un componente en una formulacién farmacéutica, distinto de
un principio activo, que es no téxico para un sujeto. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye, pero no se
limita a, un tampodn, excipiente, estabilizador o conservante.

"Alquilo" es hidrocarburo C1-C1s que contiene atomos de carbono normales, secundarios, terciarios o ciclicos.
Ejemplos son metilo (Me, -CHs), etilo (Et, -CH2CHs), 1-propilo (n-Pr, n-propilo, -CH2CH2CHs), 2-propilo (i-Pr, i-propilo,
-CH(CHs)2), 1-butilo (n-Bu, n-butilo, -CH2CH2CH2CHs), 2-metil-1-propilo (i-Bu, i-butilo, -CH2CH(CHs)2), 2-butilo (s-Bu,
s-butilo, -CH(CH3)CH2CHs), 2-metil-2-propilo (-Bu, t-butilo, -C(CHs)s3), 1-pentilo (n-pentilo, -CH2CH2CH2CH2CH3), 2-
pentilo (-CH(CH3)CH2CH2CHs), 3-pentilo (-CH(CH2CHzs)2), 2-metil-2-butilo (-C(CH3)2CH2CHs), 3-metil-2-butilo (-
CH(CHs3)CH(CHs)2), 3-metil-1-butilo  (-CH2CH2CH(CHs)2), 2-metil-1-butilo  (-CH2CH(CH3)CH2CH3), 1-hexilo (-
CH2CH2CH2CH2CH2CHs), 2-hexil(-CH(CH3)CH2CH2CH2CHs), 3-hexilo (-CH(CH2CH3)(CH2CH2CH3)), 2-metil-2-pentil(-
C(CHs3)2CH2CH2CHs3), 3-metil-2-pentilo (-CH(CH3)CH(CH3)CH2CHs), 4-metil-2-pentilo (-CH(CH3)CH2CH(CHs)z), 3-
metil-3-pentilo (-C(CH3)(CH2CHzs)2), 2-metil-3-pentil(-CH(CH2CH3)CH(CHs)2), 2,3-dimetil-2-butilo (-C(CHs)2CH(CHs)2),
3,3-dimetil-2-butilo (-CH(CHs)C(CHs)s. EI término "alquilo C1-Cs", como se usa en el presente documento, se refiere a
un hidrocarburo de cadena lineal o ramificada, saturado o insaturado, que tiene de 1 a 8 &tomos de carbono. Grupos
"alquilo C1-Cs" representativos incluyen, pero no se limitan a, -metilo, -etilo, -n-propilo, -n-butilo, -n-pentilo, -n-hexilo, -
n-heptilo, -n-octilo, -n-nonilo y -n-decilo; mientras que los alquilos C1-Cs ramificados incluyen: pero no se limitan a, -
isopropilo, -sec-butilo, -isobutilo, -terc-butilo, -isopentilo, 2-metilbutilo, alquilos C1-Cs insaturados incluyen, pero no se
limitan a, -vinilo, -alilo, -1-butenilo, -2-butenilo, -isobutilenilo, -1-pentenilo, -2-pentenilo,-3-metil-1-butenilo, -2-metil-2-
butenilo, -2,3-dimetil-2-butenilo, 1-hexilo, 2-hexilo, 3-hexilo,-acetilenilo, -propinilo, -1-butinilo, -2-butinilo, -1-pentinilo, -
2-pentinilo, -3-metil-1-butinilo. Un grupo alquilo C1-Cs puede estar sin sustituir o sustituido con uno o mas grupos que
incluyen, pero no se limitan a, -alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C+-Cs), -arilo, -C(O)R’, -OC(O)R’, -C(O)OR', -C(O)NHz, -
C(O)NHR'-C(O)N(R")2 -NHC(O)R' -SO3R’, -S(0)2R', -S(O)R', -OH, -halégeno, -N3, -NHz, -NH(R'), -N(R")2 y -CN; donde
cada R' esta seleccionado independientemente de H, -alquilo C+-Cs y arilo.

El término "alquilo C+-C12", como se usa en el presente documento, se refiere a un hidrocarburo de cadena lineal o
ramificada, saturado o insaturado, que tiene de 1 a 12 atomos de carbono. Un grupo alquilo C4-C12 puede estar sin
sustituir o sustituido con uno o mas grupos que incluyen, pero no se limitan a, -alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C+-Cs), -arilo,
-C(O)R', -OC(O)R’, -C(O)OR', -C(O)NHz, -C(O)NHR', -C(O)N(R")2 -NHC(O)R', -SO3R',-S(O)2R’, -S(O)R', -OH, -
halégeno, -Ns, -NH2, -NH(R'), -N(R')2 y -CN; donde cada R’ esta seleccionado independientemente de H, -alquilo C1-
Cs y arilo.

El término "alquilo C1-Cs", como se usa en el presente documento, se refiere a un hidrocarburo de cadena lineal o
ramificada, saturado o insaturado, que tiene de 1 a 6 atomos de carbono. Grupos "alquilo C1-Cs" representativos
incluyen, pero no se limitan a, -metilo, -etilo, -n-propilo, -n-butilo, -n-pentilo y n-hexilo; mientras que alquilos C1-Ce
ramificados incluyen, pero no se limitan a, -isopropilo, -sec-butilo, -isobutilo, -terc-butilo,-isopentilo y 2-metilbutilo;
alquilos C+-Cs insaturados incluyen, pero no se limitan a, -vinilo, -alilo, -1-butenilo, -2-butenilo e -isobutilenilo, -1-
pentenilo, -2-pentenilo, -3-metil-1-butenilo, -2-metil-2-butenilo, -2,3-dimetil-2-butenilo, 1-hexilo, 2-hexilo y 3-hexilo. Un
grupo C+-Cs puede estar sin sustituir o sustituido con uno o mas grupos, como se ha descrito anteriormente para el
grupo alquilo C1-Cs.

El término "alquilo C1-C4", como se usa en el presente documento, se refiere a un hidrocarburo de cadena lineal o
ramificada, saturado o insaturado, que tiene de 1 a 4 atomos de carbono. Grupos "alquilo C1-C4" representativos
incluyen, pero no se limitan a, -metilo, -etilo, -n-propilo, -n-butilo; mientras que alquilos C1-C4 ramificados incluyen,
pero no se limitan a, -isopropilo, -sec-butilo, -isobutilo, -terc-butilo; alquilos C1-C4 insaturados incluyen, pero no se
limitan a, -vinilo, -alilo, -1-butenilo, -2-butenilo e -isobutilenilo, Un grupo alquilo C1-C4 puede estar sin sustituir o
sustituido con uno o mas grupos, como se ha descrito anteriormente para el grupo alquilo C1-Cs.

"Alcoxi" es un grupo alquilo individualmente unido a un oxigeno. Grupos alcoxi a modo de ejemplo incluyen, pero no
se limitan a, metoxi (-OCHz) y etoxi (-OCH2CHs3). Un "alcoxi C1-Cs" es un grupo alcoxi con 1 a 5 atomos de carbono,
Los grupos alcoxi pueden estar sin sustituir o sustituidos con uno o mas grupos, como se ha descrito anteriormente
para grupos alquilo.
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"Alguenilo" es hidrocarburo C2-C1s que contiene atomos de carbono normales, secundarios, terciarios o ciclicos con
al menos un sitio de insaturacion, es decir, un doble enlace carbono-carbono, sp?. Ejemplos incluyen, pero no se
limitan a: etileno o vinilo (-CH=CHz), alilo (-CH2CH=CH), ciclopentenilo (-CsHz) y 5-hexenilo (-CH2
CH2CH2CH2CH=CHz2). Un "alquenilo C2-Cs" es un hidrocarburo que contiene 2 a 8 atomos de carbono normales,
secundarios, terciarios o ciclicos con al menos un sitio de insaturacion, es decir, un doble enlace carbono-carbono,
sp2.

"Alquinilo" es hidrocarburo C2-C1s que contiene atomos de carbono normales, secundarios, terciarios o ciclicos con al
menos un sitio de insaturacion, es decir, un triple enlace carbono-carbono, sp. Ejemplos incluyen, pero no se limitan
a; acetilénico (-C=CH) y propargilo (-CH2C=CH). Un "alquinilo C2-Cs" es un hidrocarburo que contiene 2 a 8 atomos
de carbono normales, secundarios, terciarios o ciclicos con al menos un sitio de insaturacion, es decir, un triple enlace
carbono-carbono, sp.

"Alquileno" se refiere a un radical de hidrocarburo saturado, de cadena ramificada o lineal o ciclico de 1-18 atomos de
carbono, y que tiene dos centros de radicales monovalentes derivados por la eliminacion de dos atomos de hidrégeno
del mismo o dos diferentes atomos de carbono de un alcano parental. Radicales alquileno tipicos incluyen, pero no se
limitan a: metileno (-CH2-) 1,2-etilo (-CH2CHz2-), 1,3-propilo (-CH2CH2CHz2-), 1,4-butilo (-CH2CH2CH2CH2-), y similares.

Un "alquileno C1-C10" es un grupo de hidrocarburo saturado de cadena lineal de formula -(CHz2)1-10-. Ejemplos de un
alquileno C1-C1o incluyen metileno, etileno, propileno, butileno, pentileno, hexileno, heptileno, octitileno, nonileno y
decaleno.

"Alquenileno” se refiere a un radical de hidrocarburo insaturado, de cadena ramificada o lineal o ciclico de 2-18 atomos
de carbono, y que tiene dos centros de radicales monovalentes derivados por la eliminacion de dos atomos de
hidrégeno del mismo o dos atomos de carbono diferentes de un alqueno parental. Radicales alquenileno tipicos
incluyen, pero no se limitan a: 1,2-etileno (-CH=CH-).

"Alquinileno" se refiere a un radical de hidrocarburo insaturado, de cadena ramificada o lineal o ciclico de 2-18 4tomos
de carbono, y que tiene dos centros de radicales monovalentes derivados por la eliminacion de dos atomos de
hidrégeno del mismo o dos atomos de carbono diferentes de un alquino parental. Radicales alquinileno tipicos
incluyen, pero no se limitan a: acetileno (-C=C-), propargilo (-CH2C=C-) y 4-pentinilo (-CH2CH2CH2C=C-).

"Arilo" se refiere a un grupo aromatico carbociclico. Ejemplos de grupos arilo incluyen, pero no se limitan a, fenilo,
naftilo y antracenilo. Un grupo aromatico carbociclico o un grupo aromatico heterociclico puede estar sin sustituir o
sustituido con uno o mas grupos que incluyen, pero no se limitan a, -alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C+-Cs), -arilo, -C(O)R’, -
OC(O)R', -C(O)OR', -C(O)NHz, -C(O)NHR', -C(O)N(R")2 -NHC(O)R', -S(0)2R’, -S(O)R', -OH, -halégeno, -N3, -NHz, -
NH(R'), -N(R")2 y -CN; en las que cada R' se selecciona independientemente de H, -alquilo C1-Cs y arilo.

Un "arilo Cs-C20" es un grupo arilo con 5 a 20 atomos de carbono en los anillos aromaticos carbociclicos. Ejemplos de
grupos arilo Cs-C2o incluyen, pero no se limitan a, fenilo, naftilo y antracenilo. Un grupo arilo Cs-C20 puede estar
sustituido o sin sustituir como se ha descrito anteriormente para los grupos arilo. Un "arilo Cs-C14" es un grupo arilo
con 5 a 14 atomos de carbono en los anillos aromaticos carbociclicos. Ejemplos de grupos arilo Cs-C14 incluyen, pero
no se limitan a, fenilo, naftilo y antracenilo. Un grupo arilo Cs-C14 puede estar sustituido o sin sustituir como se ha
descrito anteriormente para grupos arilo.

Un "arileno" es un grupo arilo que tiene dos enlaces covalentes y puede estar en las configuraciones orto, meta o para
como se muestra en las siguientes estructuras:

2Ws %

2 2

en las que el grupo fenilo puede estar sin sustituir o sustituido con hasta cuatro grupos que incluyen, pero no se limitan
a, -alquilos C1-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -arilo, -C(O)R’, -OC(O)R', -C(O)OR', -C(O)NHz, -C(O)NHR', -C(O)N(R')2 -
NHC(O)R', -S(O)2R', -S(O)R', -OH, -halégeno, -N3, -NHz, -NH(R'), -N(R")2 y -CN; en las que cada R' se selecciona
independientemente de H, -alquilo C4-Cs y arilo.

"Arilalquilo" se refiere a un radical alquilo aciclico en el que uno de los atomos de hidrégeno unidos a un atomo de
carbono, normalmente un atomo de carbono terminal o sp?, esta sustituido con un radical arilo. Grupos arilalquilo
tipicos incluyen, pero no se limitan a, bencilo, 2-feniletan-1-ilo, 2-fenileten-1-ilo, naftiimetilo, 2-naftiletan-1-ilo, 2-
naftiletenil-1-ilo, naftobencilo, 2-naftofeniletan-1-ilo y similares. El grupo arilalquilo comprende 6 a 20 atomos de
carbono, por ejemplo, el resto alquilo, que incluye grupos alcanilo, alquenilo o alquinilo, del grupo arilalquilo tiene 1 a
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6 atomos de carbono y el resto arilo tiene 5 a 14 atomos de carbono.

"Heteroarilalquilo” se refiere a un radical alquilo aciclico en que uno de los atomos de hidrogeno unidos a un atomo de
carbono, normalmente un atomo de carbono terminal o sp?, esta sustituido con un radical heteroarilo. Grupos
heteroarilalquilo tipicos incluyen, pero no se limitan a, 2-bencimidazolilmetilo, 2-furiletilo y similares. El grupo
heteroarilalquilo comprende 6 a 20 atomos de carbono, por ejemplo, el resto alquilo, que incluye grupos alcanilo,
alquenilo o alquinilo, del grupo heteroarilalquilo tiene 1 a 6 atomos de carbono y el resto heteroarilo tiene 5 a 14 atomos
de carbono y 1 a 3 heteroatomos seleccionados de N, O, P y S. El resto heteroarilo del grupo heteroarilalquilo puede
ser un monociclo que tiene 3 a 7 miembros de anillo (2 a 6 atomos de carbono o un biciclo que tiene 7 a 10 miembros
de anillo (4 a 9 atomos de carbono y 1 a 3 heteroatomos seleccionados de N, O, P y S), por ejemplo: un sistema de
biciclo [4,5], [5,5], [5,6] o [6,6].

"Alquilo sustituido", "arilo sustituido" y "arilalquilo sustituido" significan alquilo, arilo y arilalquilo, respectivamente, en
los que uno o mas atomos de hidrégeno estan cada uno independientemente sustituidos con un sustituyente.
Sustituyentes tipicos incluyen, pero no se limitan a, -X, -R, -O, -OR, -SR, -S-, -NR2, -NR3, =NR, -CX3s, -CN, -OCN, -
SCN, -N=C=0, -NCS, -NO, -NOz2, =Nz, -N3, NC(=O)R, -C(=O)R, -C(=O)NRz2, -SOs3", -SO3H, -S(=0)2R, -OS(=0)20R, -
S(=0)2NR, -S(=0)R, -OP(=0)(OR)2, -P(=0)(OR)2, -POs, -POsHz, -C(=O)R, -C(=0)X, -C(=S)R, -COzR, -CO2, -
C(=S)OR, -C(=0)SR, -C(=S)SR, -C(=0O)NRz2, -C(=S)NRz, -C(=NR)NR: en las que cada X es independientemente un
halégeno: F, Cl, Br o I; y cada R es independientemente -H, alquilo C2-C+s, arilo Ce-C20, heterociclo C3-C14, grupo
protector o resto de profarmaco. Grupos alquileno, alquenileno y alquinileno como se han descrito anteriormente
también pueden estar similarmente sustituidos.

"Heteroarilo" y "heterociclo" se refieren a un sistema de anillo en el que uno o mas atomos de anillo es un heteroatomo,
por ejemplo, nitrégeno, oxigeno y azufre. El radical heterociclo comprende 3 a 20 atomos de carbono y 1 a 3
heteroatomos seleccionados de N, O, P y S. Un heterociclo puede ser un monociclo que tiene 3 a 7 miembros de anillo
(2 a 6 atomos de carbono y 1 a 3 heteroatomos seleccionados de N, O, P y S) o un biciclo que tiene 7 a 10 miembros
de anillo (4 a 9 atomos de carbono y 1 a 3 heteroatomos seleccionados de N, O, P y S), por ejemplo: un sistema de
biciclo [4,5], [5,5], [5,6] o [6,6].

Heterociclos a modo de ejemplo se describen, por ejemplo, en Paquette, Leo A., "Principles of Modern Heterocyclic
Chemistry" (W.A. Benjamin, Nueva York, 1968), particularmente Capitulos 1, 3, 4, 6, 7 y 9; "The Chemistry of
Heterocyclic Compounds, A series of Monographs" (John Wiley & Sons, Nueva York, 1950 hasta el presente), en
particular los volumenes 13, 14, 16, 19y 28; y J. Am. Chem. Soc. (1960) 82:5566.

Ejemplos de heterociclos incluyen a modo de ejemplo y no limitacion piridilo, dihidropiridilo, tetrahidropiridilo
(piperidilo), tiazolilo, tetrahidrotiofenilo, tetrahidrotiofenilo oxidado con azufre, pirimidinilo, furanilo, tienilo, pirrolilo,
pirazolilo, imidazolilo, tetrazolilo, benzofuranilo, tianaftalenilo, indolilo, indolenilo, quinolinilo, isoquinolinilo,
bencimidazolilo, piperidinilo, 4-piperidonilo, pirrolidinilo, 2-pirrolidonilo, pirrolinilo, tetrahidrofuranilo, bis-
tetrahidrofuranilo, tetrahidropiranilo, bis-tetrahidropiranilo, tetrahidroquinolinilo, tetrahidroisoquinolinilo,
decahidroquinolinilo, octahidroisoquinolinilo, azocinilo, triazinilo, 6H-1,2,5-tiadiazinilo, 2H,6H-1,5,2-ditiazinilo, tienilo,
tiantrenilo, piranilo, isobenzofuranilo, cromenilo, xantenilo, fenoxatinilo, 2H-pirrolilo, isotiazolilo, isoxazolilo, pirazinilo,
piridazinilo, indolizinilo, isoindolilo, 3H-indolilo, 1H-indazolilo, purinilo, 4H-quinolizinilo, ftalazinilo, naftiridinilo,
quinoxalinilo, quinazolinilo, cinolinilo, pteridinilo, 4aH-carbazolilo, carbazolilo, B-carbolinilo, fenantridinilo, acridinilo,
pirimidinilo, fenantrolinilo, fenazinilo, fenotiazinilo, furazanilo, fenoxazinilo, isocromanilo, cromanilo, imidazolidinilo,
imidazolinilo, pirazolidinilo, pirazolinilo, piperazinilo, indolinilo, isoindolinilo, quinuclidinilo, morfolinilo, oxazolidinilo,
benzotriazolilo, bencisoxazolilo, oxindolilo, benzoxazolinilo e isatinoilo.

A modo de ejemplo y no limitacion, heterociclos unidos por carbono estan unidos en la posicion 2, 3, 4, 5 0 6 de una
piridina, posicion 3, 4, 5 o 6 de una piridazina, posicion 2, 4, 5 0 6 de una pirimidina, posicion 2, 3, 5 o 6 de una pirazina,
posicion 2, 3, 4 o 5 de un furano, tetrahidrofurano, tiofurano, tiofeno, pirrol o tetrahidropirrol, posicién 2, 4 o 5 de un
oxazol, imidazol o tiazol, posicion 3, 4 o 5 de un isoxazol, pirazol o isotiazol, posiciéon 2 o 3 de una aziridina, posicion
2, 3 0 4 de una azetidina, posicion 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 de una quinolina o posicion 1, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 de una isoquinolina.
Todavia mas normalmente, heterociclos unidos por carbono incluyen 2-piridilo, 3-piridilo, 4-piridilo, 5-piridilo, 6-piridilo,
3-piridazinilo, 4-piridazinilo, 5-piridazinilo, 6-piridazinilo, 2-pirimidinilo, 4-pirimidinilo, 5-pirimidinilo, 6-pirimidinilo, 2-
pirazinilo, 3-pirazinilo, 5-pirazinilo, 6-pirazinilo, 2-tiazolilo, 4-tiazolilo o 5-tiazolilo.

A modo de ejemplo y no limitacién, heterociclos unidos por nitrégeno estan unidos en la posicion 1 de una aziridina,
azetidina, pirrol, pirrolidina, 2-pirrolina, 3-pirrolina, imidazol, imidazolidina, 2-imidazolina, 3-imidazolina, pirazol,
pirazolina, 2-pirazolina, 3-pirazolina, piperidina, piperazina, indol, indolina, 1H-indazol, posicién 2 de un isoindol o
isoindolina, posicion 4 de una morfolina, y posicion 9 de un carbazol o B-carbolina. Todavia mas normalmente,
heterociclos unidos por carbono incluyen 1-aziridilo, 1-azetedilo, 1-pirrolilo, 1-imidazolilo, 1-pirazolilo y 1-piperidinilo.

Un "heterociclo C3-Cs" se refiere a un carbociclo C3-Cs aromatico o no aromético en el que uno a cuatro de los atomos
de carbono del anillo estan independientemente sustituidos con un heteroatomo del grupo que consiste en O, Sy N.
Ejemplos representativos de un heterociclo C3-Cs incluyen, pero no se limitan a, benzofuranilo, benzotiofeno, indolilo,
benzopirazolilo, cumarinilo, isoquinolinilo, pirrolilo, tiofenilo, furanilo, tiazolilo, imidazolilo, pirazolilo, triazolilo,
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quinolinilo, pirimidinilo, piridinilo, piridonilo, pirazinilo, piridazinilo, isotiazolilo, isoxazolilo y tetrazolilo. Un heterociclo
Cs-Cs puede estar sin sustituir o sustituido con hasta siete grupos que incluyen, pero no se limitan a, -alquilo C1-Cs, -
O-(alquilo C4-Cs), -arilo, -C(O)R', -OC(O)R', -C(O)OR', -C(O)NHz, -C(O)NHR', -C(O)N(R")2, -NHC(O)R', -S(O)2R’, -
S(O)R', -OH, -haldgeno, -Ns, -NH2, -NH(R'), -N(R')2 y -CN; en las que cada R' se selecciona independientemente de
H, -alquilo C1-Cs y arilo.

"Heterociclo C3-Cs" se refiere a un grupo heterociclo C3-Cs definido anteriormente en el que uno de los atomos de
hidrégeno del grupo heterociclo esta sustituido con un enlace. Un heterociclo C3-Cs puede estar sin sustituir o sustituido
con hasta seis grupos que incluyen, pero no se limitan a, -alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -arilo, -C(O)R', -OC(O)R,
-C(O)OR', -C(O)NH2, -C(O)NHR', -C(O)N(R")2, -NHC(O)R', -S(O)2R', -S(O)R', -OH, -halégeno, -N3, -NHz, - NH(R'), -
N(R")2 y -CN; en las que cada R' se selecciona independientemente de H, -alquilo C1-Cs y arilo.

Un "heterociclo C3-Cz0" se refiere a un carbociclo C3-Cs aromatico o no aromatico en el que uno a cuatro de los dtomos
de carbono del anillo estan independientemente sustituidos con un heterodtomo del grupo que consiste en O, Sy N.
Un heterociclo C3-C20 puede estar sin sustituir o sustituido con hasta siete grupos que incluyen, pero no se limitan a, -
alquilo C+-Cs, -O-(alquilo C+-Cs), -arilo, -C(O)R', -OC(O)R', -C(O)OR’, - C(O)NHz2, -C(O)NHR', -C(O)N(R")2 -NHC(O)R,
-S(O)2R', -S(O)R', -OH, -halégeno, -N3, -NH2, - NH(R'), -N(R")2 y -CN; en los que cada R' esta seleccionado
independientemente de H, -alquilo C4-Cs vy arilo.

"Heterociclo Cs-C20" se refiere a un grupo heterociclo C3-Czo definido anteriormente, en el que uno de los atomos de
hidrégeno del grupo heterociclo esta sustituido con un enlace. "Carbociclo" significa un anillo saturado o insaturado
que tiene 3 a 7 atomos de carbono como un monociclo o 7 a 12 atomos de carbono como un biciclo. Carbociclos
monociclicos tienen 3 a 6 atomos de anillo, todavia mas normalmente 5 o 6 atomos de anillo. Carbociclos biciclicos
tienen 7 a 12 atomos de anillo, por ejemplo, dispuestos como un sistema de biciclo [4,5], [5,5], [5,6] o0 [6,6], 0 9 0 10
atomos de anillo dispuestos como un sistema de biciclo [5,6] o [6,6]. Ejemplos de carbociclos monociclicos incluyen
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, 1-ciclopent-1-enilo, 1-ciclopent-2-enilo, 1-ciclopent-3-enilo, ciclohexilo, 1-ciclohex-
1-enilo, 1-ciclohex-2-enilo, 1-ciclohex-3-enilo, cicloheptilo y ciclooctilo.

Un "carbociclo C3-Cs" es un anillo carbociclico no aromatico de 3, 4, 5, 6, 7 u 8 miembros saturado o insaturado.
Carbociclos Cs3-Cs representativos incluyen, pero no se limitan a, -ciclopropilo, -ciclobutilo, -ciclopentilo, -
ciclopentadienilo, -ciclohexilo, -ciclohexenilo, -1,3-ciclohexadienilo, -1,4-ciclohexadienilo, -cicloheptilo, -1,3-
cicloheptadienilo, -1,3,5-cicloheptatrienilo, -ciclooctilo y -ciclooctadienilo. Un grupo carbociclo C3-Cs puede estar sin
sustituir o sustituido con uno o mas grupos que incluyen, pero no se limitan a, -alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C+-Cs), -arilo,
-C(O)R', -OC(O)R', -C(O)OR', -C(O)NHz2, -C(O)NHR', -C(O)N(R')2, -NHC(O)R', -S(O)2R’, -S(O)R', -OH, -halégeno, -Ns,
- NHz, -NH(R"), -N(R')2 y -CN; en las que cada R' se selecciona independientemente de H, -alquilo C1-Cs y arilo.

Un "carbociclo Cs-Cs" se refiere a un grupo carbociclo C3-Cs definido anteriormente en el que uno de los atomos de
hidrégeno del grupo carbociclo esta sustituido con un enlace.

"Conector" se refiere a un resto quimico que comprende un enlace covalente o una cadena de atomos que une
covalentemente un anticuerpo a un resto de farmaco. En diversas realizaciones, los conectores incluyen un radical
divalente tal como un alquildiilo, un arildiilo, un heteroarildiilo, restos tales como: -(CR2),O(CR2)n-, unidades de
repeticion de alquiloxi (por ejemplo, polietilenoxi, PEG, polimetilenoxi) y alquilamino (por ejemplo, polietilenamino,
Jeffamine™); y éster de diacido y amidas que incluyen succinato, succinamida, diglicolato, malonato y caproamida.
En diversas realizaciones, los conectores pueden comprender uno o mas restos de aminoéacidos, tales como valina,
fenilalanina, lisina y homolisina.

El término "quiral" se refiere a moléculas que tienen la propiedad de no superponibilidad del componente de la imagen
especular, mientras que el término "aquiral" se refiere a moléculas que son superponibles sobre el componente de la
imagen especular.

El término "estereoisémeros" se refiere a compuestos que tienen constitucién quimica idéntica, pero se diferencian
con respecto a la disposicion de los atomos o grupos en el espacio.

"Diaesteredmero" se refiere a un estereoisémero con dos o mas centros de quiralidad y cuyas moléculas no son
imagenes especulares entre si. Los diaesteredmeros tienen diferentes propiedades fisicas, por ejemplo, puntos de
fusion, puntos de ebullicion, propiedades espectrales y reactividades. Las mezclas de diaesteredmeros pueden
separarse bajo procedimientos analiticos de alta resolucion tales como electroforesis y cromatografia.

"Enantidmeros" se refieren a dos estereoisomeros de un compuesto que son imagenes especulares no superponibles
entre si.

Las definiciones y convenciones estereoquimicas usadas en este documento generalmente siguen S. P. Parker, Ed.,
McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (1984) McGraw-Hill Book Company, Nueva York; y Eliel, E. y Wilen, S.,
Stereochemistry of Organic Compounds (1994) John Wiley & Sons, Inc., Nueva York. Muchos compuestos organicos
existen en formas opticamente activas, es decir, tienen la capacidad de girar el plano del plano-luz polarizada. En la
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descripcién de un compuesto opticamente activo, los prefijos Dy L, o Ry S, se usan para denotar la configuracion
absoluta de la molécula alrededor de su(s) centro(s) quiral(es). Los prefijos d y | o (+) y (-) se emplean para designar
el signo de rotacion del plano-luz polarizada por el compuesto, significando (-) o | que el compuesto es levégiro. Un
compuesto con el prefijo (+) o d es dextrégiro. Para una estructura quimica dada, estos estereoisémeros son idénticos,
excepto que son imagenes especulares entre si. Un estereoisémero especifico también puede denominarse en lo
sucesivo un enantiomero, y una mezcla de tales isdmeros se llama frecuentemente una mezcla enantiomérica. Una
mezcla 50:50 de enantidmeros se denomina en lo sucesivo una mezcla racémica o un racemato, que puede producirse
cuando no ha habido estereoseleccion o estereoespecificidad en una reacciéon quimica o proceso. Los términos
"mezcla racémica" y "racemato” se refieren a una mezcla equimolar de dos especies enantioméricas, carentes de
actividad éptica.

"Grupo saliente" se refiere a un grupo funcional que puede estar sustituido por otro grupo funcional. Ciertos grupos
salientes son muy conocidos en la técnica, y ejemplos incluyen, pero no se limitan a, un haluro (por ejemplo, cloruro,
bromuro, yoduro), metanosulfonilo (mesilo), p-toluenosulfonilo (tosilo), trifluorometilsulfonilo (triflato) y
trifluorometilsulfonato.

El término "grupo protector" se refiere a un sustituyente que es cominmente empleado para bloquear o proteger una
funcionalidad particular mientras que reaccionan otros grupos funcionales en el compuesto. Por ejemplo, un "grupo
protector de amino " es un sustituyente unido a un grupo amino que bloquea o protege la funcionalidad de amino en
el compuesto. Grupos protectores de amino adecuados incluyen, pero no se limitan a, acetilo, trifluoroacetilo, t-
butoxicarbonilo (BOC), benciloxicarbonilo (CBZ) y 9-fluorenilmetilenoxicarbonilo (Fmoc). Para una descripciéon general
de grupos protectores y su uso, véase T. W. Greene, Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley & Sons, New
York, 1991, o una edicién posterior.

Como es entendido por un experto en la materia, referencia a "aproximadamente" un valor o parametro en el presente
documento incluye (y describe) realizaciones que se refieren a ese valor o parametro en si. Por ejemplo, descripcion
con referencia a "aproximadamente X" incluye descripcion de "X".

Se entiende que el aspecto y realizaciones descritas en el presente documento incluyen "que consiste" y/o "que
consiste esencialmente en" aspectos y realizaciones. Como se usa en el presente documento, la forma en singular

"un", "una", "el" y "la" incluyen referencias al plural, a menos que se indique lo contrario.
Il. Composiciones y métodos

En el presente documento se proporcionan anticuerpos como se definen por las reivindicaciones que se unen a FcRH5
que incluyen anticuerpos biespecificos e inmunoconjugados que comprenden tales anticuerpos. Los anticuerpos e
inmunoconjugados pueden ser Utiles, por ejemplo, para el diagnéstico o tratamiento de canceres FcRH5-positiva. En
algunos casos, el anticuerpo anti-FCRH5 se une a una region especifica de isoforma c del dominio extracelular de
FcRH5c. En algunos casos, los anticuerpos anti-FcRH5 se unen al dominio 9 de tipo Ig de FCRH5c.

Sin desear quedar ligado a teoria, la seleccion del antigeno preciso para los anticuerpos de la presente invencion fue
conducida por al menos tres consideraciones importantes. Primero, hubo una necesidad de poca a ninguna reactividad
cruzada con isoformas de FcRH5 distintas de FcRH5c, tales como la isoforma a e isoforma b, para evitar que el
terapéutico resultante se uniera a moléculas no diana y asi redujera su eficacia. Como se ilustra en la Figura 1, el
dominio 9 de FcRH5 es un ejemplo de una secuencia Unica entre las tres isoformas. A continuacién, hubo una
necesidad de poca a ninguna reactividad cruzada con miembros de la familia de FcRH distintos de FcRH5, tales como
FcRH1, FcRH2, FcRH3 y FcRH4. Esto es dificil debido a la naturaleza generalmente altamente conservada de los
ultimos dominios de tipo Ig en muchos de los miembros de la familia de FcRH. Pero debido a la necesidad en paralelo
de la especificidad de la isoforma ¢ de FcRH5, se buscé un anticuerpo que se uniera al ultimo dominio de tipo Ig.
Finalmente, para anticuerpos que van a usarse en moléculas terapéuticas que funcionan para poner grandes
estructuras en estrecha proximidad, tales como linfocitos T y células tumorales usando un formato de anticuerpo
biespecifico, se sabe que epitopos de tumor mas proximos a la membrana celular son mas eficaces (véase, por
ejemplo, Bluemel et al., Cancer Immunol Immunother. (2010) 59:1197 1209). Algunas veces descrita como la teoria
de segregacion cinética, la localizacion proximal de membrana celular del dominio 9 de FCRH5 es una diana de
antigeno deseable en este contexto. Para cumplir estas consideraciones y como se describe en detalle mas adelante,
se desarrollaron ciertas realizaciones de los anticuerpos de la presente invencion.

En el presente documento se describen anticuerpos anti-FCRH5 aislados que se unen a una region especifica de
isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5¢. En algunos casos, la regién especifica de isoforma ¢ comprende el
dominio 9 de tipo Ig. En algunos casos, el dominio 9 de tipo Ig también se llama 8 de tipo c de tipo Ig. En algunos
casos, la region especifica de isoforma ¢ comprende los aminoacidos 754-835 de SEQ ID NO: 1. En algunos casos,
la region especifica de isoforma ¢ comprende los aminoacidos 752-834 de SEQ ID NO: 1. En algunos casos, la region
especifica de isoforma ¢ comprende los aminoacidos 743-850 de SEQ ID NO: 1. En algunos casos, la region
especifica de isoforma ¢ comprende los aminoacidos 745-851 de SEQ ID NO: 1. En algunos casos, la region
especifica de isoforma ¢ comprende los aminoacidos de aproximadamente cualquiera de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14 o 15 del limite del extremo N y/o extremo C. En algunos casos, la region especifica de isoforma c
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comprende los aminoacidos de aproximadamente cualquiera de 750, 751, 752, 753 o 754 a aproximadamente
cualquiera de 830, 831, 832, 833, 834, 835 u 836 de SEQ ID NO: 1. En algunos casos, los anticuerpos se unen a
FcRH5c y/o la region especifica de isoforma c con una afinidad de <5nM,0<4nM,0<3nM,0<2nM,0<1nM,y
opcionalmente = 0,0001 nM, o = 0,001 nM, o = 0,01 nM.

En algunas realizaciones de cualquiera de los anticuerpos, el anticuerpo tiene una o mas de las siguientes
caracteristicas: a) reacciona de forma cruzada con FcRH5 humana y de cino de longitud completa (es decir, se une a
FcRH5 humana de longitud completa y se une a FcRH5 de cino de longitud completa), b) no reacciona
significativamente de forma cruzada con FcRH1 FcRH2, FcRH3 y/o FcRH4 (es decir, no se une significativamente a
FcRH1, FcRH2, FcRH3 y/o FcRH4), c) se une a FcRH5 enddgena, d) no reacciona de forma cruzada con FcRH5a (es
decir, no se une significativamente a FcRH5a), y e) no reacciona de forma cruzada con otro dominio de tipo Ig de
FcRHS5 (es decir, no se une significativamente a otro dominio de tipo Ig de FcRH5). Métodos de determinacion de la
capacidad de unién son conocidos en la técnica y se describen méas adelante.

En el presente documento, se proporcionan anticuerpos que comprenden a) una cadena pesada que comprende una
HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38, HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID No:62 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 86; y/o b) una
cadena ligera que comprende una HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, HVR-L2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQID NO: 14 y HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 26. En algunos casos, la cadena pesada que comprende una HVR-H1 que comprende
la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 50, HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 74 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 98. En algunos casos, el
anticuerpo comprende una secuencia VH que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 111 y/o una secuencia VL que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 110. En algunos casos, el anticuerpo comprende una secuencia VH de SEQ ID NO: 111 y/o una
secuencia VL de SEQ ID NO: 110. En algunos casos de cualquiera de los anticuerpos, el anticuerpo comprende seis
HVR de 1C8.1. En algunos casos, el anticuerpo comprende el dominio VH y el dominio VL de 1C8.1. En algunos
casos, el anticuerpo se une a una regién especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5¢ (por ejemplo,
el dominio 9 de tipo Ig). En algunos casos, el anticuerpo reacciona de forma cruzada con FcRH5 humana y de cino de
longitud completa. En algunos casos, el anticuerpo no reacciona significativamente de forma cruzada con FcRH1,
FcRH2, FcRH3 y/o FcRH4. En algunos casos, el anticuerpo se une a FcRH5 enddgena. En algunas realizaciones, el
anticuerpo se une a linfocitos B. En algunas realizaciones, el anticuerpo no se une significativamente a linfocitos NK
y/o monocitos.

En el presente documento, se proporcionan anticuerpos que comprenden a) una cadena pesada que comprende una
HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 39, HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 63 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO,87; y/o b) una
cadena ligera que comprende una HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, HVR-L2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQID NO: 15 y HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 27. En algunos casos, la cadena pesada que comprende una HVR-H1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 51, HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 75 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 99. En algunas realizaciones,
el anticuerpo comprende una secuencia VH que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 113 y/o una secuencia VL que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQID NO: 112. En algunos casos, el anticuerpo comprende una secuencia VH que tiene al menos
aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad
de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO-135 y/o una secuencia VL que tiene al menos
aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad
de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 134. En algunos casos, el anticuerpo comprende una
secuencia VH de SEQ ID NO: 113 y/o una secuencia VL de SEQ ID NO: 112. En algunos casos, el anticuerpo
comprende una secuencia VH de SEQ ID NO: 135 y/o una secuencia VL de SEQ ID NO: 134. En algunos casos de
cualquiera de los anticuerpos, el anticuerpo comprende seis HVR de 1G7.2. En algunos casos, el anticuerpo
comprende el dominio VH y el dominio VL de 1G7.2. En algunos casos de cualquiera de los anticuerpos, el anticuerpo
comprende seis HVR de 1G7.2". En algunos casos, el anticuerpo comprende el dominio VH y el dominio VL de 1G7.2".
En algunos casos, el anticuerpo se une a una region especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5¢ (por
ejemplo, el dominio 9 de tipo Ig). En algunos casos, el anticuerpo reacciona de forma cruzada con FcRH5 humana y
de cino de longitud completa. En algunos casos, el anticuerpo no reacciona significativamente de forma cruzada con
FcRH1, FcR2, FcRH3 y/o FcRH4. En algunos casos, el anticuerpo se une a FcRH5 enddgena. En algunos casos, el
anticuerpo se une a linfocitos B. En algunas realizaciones, el anticuerpo no se une significativamente a linfocitos NK
y/o monocitos. En algunos casos, el anticuerpo no reacciona significativamente de forma cruzada con FcRH5a.

En el presente documento, se proporcionan anticuerpos que comprenden a) una cadena pesada que comprende una
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HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO-40, HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 64 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 88; y/o b)
una cadena ligera que comprende una HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4, HVR-
L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 y HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 28. En algunos casos, la cadena pesada que comprende una HVR-H1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQID NO: 52, HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 76 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 100. En algunos casos, el
anticuerpo comprende una secuencia VH que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 115 y/o una secuencia VL que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 114. En algunos casos, el anticuerpo comprende una secuencia VH de SEQ ID NO: 115 y/o una
secuencia VL de SEQ ID NO: 114. En algunos casos de cualquiera de los anticuerpos, el anticuerpo comprende seis
HVR de 2H7.3. En algunos casos, el anticuerpo comprende el dominio VH y el dominio VL de 2H7.3. En algunos
casos, el anticuerpo se une a una region especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular de FCcRH5¢ (por ejemplo,
el dominio 9 de tipo Ig). En algunos casos, el anticuerpo reacciona de forma cruzada con FcRH5 humana y de cino de
longitud completa. En algunos casos, el anticuerpo no reacciona significativamente de forma cruzada con FcRH1,
FcRH3 y/o FcRH4. En algunos casos, el anticuerpo se une a FcRH5 enddgena. En algunos casos, el anticuerpo se
une a linfocitos B. En algunos casos, el anticuerpo no se une significativamente a linfocitos NK y/o monocitos.

En el presente documento, se proporcionan anticuerpos que comprenden a) una cadena pesada que comprende una
HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 41, HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 65 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 89; y/o b)
una cadena ligera que comprende una HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5, HVR-
L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 y HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 29. En algunos casos, la cadena pesada que comprende una HVR-H1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 53, HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 77 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 101. En algunos casos, el
anticuerpo comprende una secuencia VH que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 117 y/o una secuencia VL que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 116. En algunos casos, el anticuerpo comprende una secuencia VH de SEQ ID NO: 117 y/o una
secuencia VL de SEQ ID NO: 116. En algunos casos de cualquiera de los anticuerpos, el anticuerpo comprende seis
HVR de 3A4.2. En algunos casos, el anticuerpo comprende el dominio VH y el dominio VL de 3A4.2. En algunos casos,
el anticuerpo se une a una regién especifica de isoforma c del dominio extracelular de FcRH5c (por ejemplo, el dominio
9 de tipo Ig). En algunos casos, el anticuerpo reacciona de forma cruzada con FcRH5 humana y de cino de longitud
completa. En algunos casos, el anticuerpo no reacciona significativamente de forma cruzada con FcRH1, FcRH2,
FcRH3 y/o FcRH4. En algunos casos, el anticuerpo se une a FcRH5 endégena. En algunos casos, el anticuerpo se
une a linfocitos B. En algunos casos, el anticuerpo no se une significativamente a linfocitos NK y/o monocitos.

En el presente documento, se proporcionan anticuerpos que comprenden a) una cadena pesada que comprende una
HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 42, HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 66 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 90, y/o b)
una cadena ligera que comprende una HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, HVR-
L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18 y HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 30. En algunos casos, la cadena pesada que comprende una HVR-H1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQID NO: 54, HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 78 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 102. En algunos casos, el
anticuerpo comprende una secuencia VH que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 119 y/o una secuencia VL que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 118. En algunos casos, el anticuerpo comprende una secuencia VH de SEQ ID NO: 119 y/o una
secuencia VL de SEQ ID NO: 118. En algunos casos de cualquiera de los anticuerpos, el anticuerpo comprende seis
HVR de 3B12.1.1. En algunos casos, el anticuerpo comprende el dominio VH y el dominio VL de 3B12.1.1. En algunos
casos, el anticuerpo se une a una region especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5¢ (por ejemplo,
el dominio 9 de tipo Ig). En algunos casos, el anticuerpo reacciona de forma cruzada con FCRH5 humana y de cino de
longitud completa. En algunos casos, el anticuerpo no reacciona significativamente de forma cruzada con FcRH1,
FcRH2, FcRH3 y/o FcRH4. En algunos casos, el anticuerpo se une a FcRH5 enddgena. En algunos casos, el
anticuerpo se une a linfocitos B. En algunos casos, el anticuerpo no se une significativamente a linfocitos NK y/o
monocitos. En algunos casos, el anticuerpo no reacciona significativamente de forma cruzada con FcRH5a.

En el presente documento, se proporcionan anticuerpos que comprenden a) una cadena pesada que comprende una

HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 43, HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 67 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 91; y/o b)
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una cadena ligera que comprende una HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7, HVR-
L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19 y HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 31. En algunos casos, la cadena pesada que comprende una HVR-H1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 55, HVR-112 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 79 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 103. En algunos casos, el
anticuerpo comprende una secuencia VH que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 121 y/o una secuencia VL que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 120. En algunos casos, el anticuerpo comprende una secuencia VH de SEQ ID NO: 121 y/o una
secuencia VL de SEQ ID NO: 120. En algunos casos de cualquiera de los anticuerpos, el anticuerpo comprende seis
HVR de 3C10. En algunos casos, el anticuerpo comprende el dominio VH y el dominio VL de 3C10. En algunos casos,
el anticuerpo se une a una region especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5c (por ejemplo, el dominio
9 de tipo Ig). En algunos casos, el anticuerpo reacciona de forma cruzada con FcRH5 humana y de cino de longitud
completa. En algunos casos, el anticuerpo no reacciona significativamente de forma cruzada con FcRH1, FcRH2,
FcRH3 y/o FcRH4. En algunos casos, el anticuerpo se une a FcRH5 endégena. En algunos casos, el anticuerpo se
une a linfocitos B. En algunos casos, el anticuerpo no se une significativamente a linfocitos NK y/o monocitos.

En el presente documento, se proporcionan anticuerpos que comprenden a) una cadena pesada que comprende una
HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 44, HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 68 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 92; y/o b)
una cadena ligera que comprende una HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8, HVR-
L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20 y HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 32. En algunos casos, la cadena pesada que comprende una HVR-H1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 56, HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 80 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 104. En algunos casos, el
anticuerpo comprende una secuencia VH que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 123 y/o una secuencia VL que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 122. En algunos casos, el anticuerpo comprende una secuencia VH de SEQ ID NO: 123 y/o una
secuencia VL de SEQ ID NO: 122. En algunos casos de cualquiera de los anticuerpos, el anticuerpo comprende seis
HVR de 3F10. En algunos casos, el anticuerpo comprende el dominio VH y el dominio VL de 3F10. En algunos casos,
el anticuerpo se une a una regién especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5c¢ (por ejemplo, el dominio
9 de tipo Ig). En algunos casos, el anticuerpo reacciona de forma cruzada con FcRH5 humana y de cino de longitud
completa. En algunos casos, el anticuerpo no reacciona significativamente de forma cruzada con FcRH1, FcRH2,
FcRH3 y/o FcRH4. En algunos casos, el anticuerpo se une a FcRH5 enddgena. En algunos casos, el anticuerpo se
une a linfocitos B. En algunos casos, el anticuerpo no se une significativamente a linfocitos NK y/o monocitos. En
algunas realizaciones, el anticuerpo no reacciona significativamente de forma cruzada con FcRH5a.

En el presente documento, se proporcionan anticuerpos que comprenden a) una cadena pesada que comprende una
HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 45, HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 69 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 93; y/o b)
una cadena ligera que comprende una HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, HVR-
L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21 y HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 33. En algunos casos, la cadena pesada que comprende una HVR-H1 que comprende
la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 57, HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 81 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 105. En algunos casos, el
anticuerpo comprende una secuencia VH que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 125 y/o una secuencia VL que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 124. En algunos casos, el anticuerpo comprende una secuencia VH de SEQ ID NO: 125 y/o una
secuencia VL de SEQ ID NO: 124. En algunos casos de cualquiera de los anticuerpos, el anticuerpo comprende seis
HVRS de 3G3. En algunos casos, el anticuerpo comprende el dominio VH y el dominio VL de 3G3. En algunos casos,
el anticuerpo se une a una region especifica de isoforma c del dominio extracelular de FcRH5c (por ejemplo, el dominio
9 de tipo Ig). En algunos casos, el anticuerpo reacciona de forma cruzada con FcRH5 humana y de cino de longitud
completa. En algunos casos, el anticuerpo no reacciona significativamente de forma cruzada con FcRH1, FcRH2,
FcRH3 y/o FcRH4. En algunos casos, el anticuerpo se une a FcRH5 enddgena. En algunas realizaciones, el anticuerpo
se une a linfocitos B. En algunos casos, el anticuerpo no se une significativamente a linfocitos NK y/o monocitos. En
algunos casos, el anticuerpo no reacciona significativamente de forma cruzada con FcRH5a.

En el presente documento, se proporcionan anticuerpos que comprenden a) una cadena pesada que comprende una
HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 46, HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 70 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 94; y/o b)
una cadena ligera que comprende una HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, HVR-
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L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ In NO:22 y HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 34. En algunos casos, la cadena pesada que comprende una HVR-H1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 58, HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 82 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 106. En algunos casos, el
anticuerpo comprende una secuencia VH que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ In NO:127 y/o una secuencia VL que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 126. En algunos casos, el anticuerpo comprende una secuencia VH de SEQ ID NO: 127 y/o una
secuencia VL de SEQ ID NO: 126. En algunos casos de cualquiera de los anticuerpos, el anticuerpo comprende seis
HVR de 3G7.1.5. En algunos casos, el anticuerpo comprende el dominio VH y el dominio VL de 3G7.1.5. En algunos
casos, el anticuerpo se une a una regién especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5¢ (por ejemplo,
el dominio 9 de tipo Ig). En algunos casos, el anticuerpo reacciona de forma cruzada con FcRH5 humana y de cino de
longitud completa. En algunos casos, el anticuerpo no reacciona significativamente de forma cruzada con FcRH1,
FcRH2, FcR3 y/o FcRH4. En algunos casos, el anticuerpo se une a FcRH5 enddgena. En algunos casos, el anticuerpo
se une a linfocitos B. En algunos casos, el anticuerpo no se une significativamente a linfocitos NK y/o monocitos.

En el presente documento, se proporcionan anticuerpos que comprenden a) una cadena pesada que comprende una
HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 47, HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 71 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 95; y/o b)
una cadena ligera que comprende una HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11, HVR-
L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23 y HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 35. En algunos casos, la cadena pesada que comprende una HVR-H1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQID NO: 59, HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 83 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 107. En algunos casos, el
anticuerpo comprende una secuencia VH que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 129 y/o una secuencia VL que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 128. En algunos casos, el anticuerpo comprende una secuencia VH de SEQ ID NO: 129 y/o una
secuencia VL de SEQ ID NO: 128. En algunos casos de cualquiera de los anticuerpos, el anticuerpo comprende seis
HVR de 5A10.1.3. En algunos casos, el anticuerpo comprende el dominio VH y el dominio VL de 5A10.1.3. En algunos
casos, el anticuerpo se une a una region especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5c (por ejemplo,
el dominio 9 de tipo Ig). En algunos casos, el anticuerpo reacciona de forma cruzada con FCRH5 humana y de cino de
longitud completa. En algunos casos, el anticuerpo no reacciona significativamente de forma cruzada con FcRH1,
FcRH2, FcRH3 y/o FcRH4. En algunos casos, el anticuerpo se une a FcRH5 enddgena. En algunos casos, el
anticuerpo se une a linfocitos B. En algunos casos, el anticuerpo no se une significativamente a linfocitos NK y/o
monocitos.

En el presente documento, se proporcionan anticuerpos que comprenden a) una cadena pesada que comprende a
HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 48, HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 72 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 96; y/o b)
una cadena ligera que comprende una HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12, HVR-
L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24 y HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 36. En algunos casos, la cadena pesada que comprende una HVR-H1 que comprende
la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 60, HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 84 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 108. En algunos casos, el
anticuerpo comprende una secuencia VH que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 131 y/o una secuencia VL que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 130. En algunos casos, el anticuerpo comprende una secuencia VH de SEQ ID NO: 131 y/o una
secuencia VL de SEQ ID NO: 130. En algunos casos de cualquiera de los anticuerpos, el anticuerpo comprende seis
HVR de 5F1.1.5. En algunos casos, el anticuerpo comprende el dominio VH y el dominio VL de 5F1.1.5. En algunos
casos, el anticuerpo se une a una region especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5c (por ejemplo,
el dominio 9 de tipo Ig). En algunos casos, el anticuerpo reacciona de forma cruzada con FcRH5 humana y de cino de
longitud completa. En algunos casos, el anticuerpo no reacciona significativamente de forma cruzada con FcRH1,
FcRH2, FcRH3 y/o FcRH4. En algunos casos, el anticuerpo se une a FcRH5 enddgena. En algunos casos, el
anticuerpo se une a linfocitos B. En algunos casos, el anticuerpo no se une significativamente a linfocitos NK y/o
monocitos. En algunos casos, el anticuerpo no reacciona significativamente de forma cruzada con FcRH5a.

En el presente documento, se proporcionan anticuerpos que comprenden a) una cadena pesada que comprende una
HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 49, HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 73 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 97; y/o b)
una cadena ligera que comprende una HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, HVR-
L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25 y HVR-L3 que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO: 37. En algunos casos, la cadena pesada que comprende una HVR-H1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61, HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 85 y HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 109. En algunos casos, el
anticuerpo comprende una secuencia VH que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 133 y/o una secuencia VL que tiene al menos aproximadamente cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, el 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 132. En algunos casos, el anticuerpo comprende una secuencia VH de SEQ ID NO: 133 y/o una
secuencia VL de SEQ ID NO: 132. En algunos casos de cualquiera de los anticuerpos, el anticuerpo comprende seis
HVR de 6D2. En algunos casos, el anticuerpo comprende el dominio VH y el dominio VL de 6D2. En algunos casos,
el anticuerpo se une a una regién especifica de isoforma c del dominio extracelular de FcRH5c (por ejemplo, el dominio
9 de tipo Ig). En algunos casos, el anticuerpo reacciona de forma cruzada con FcRH5 humana y de cino de longitud
completa. En algunos casos, el anticuerpo no reacciona significativamente de forma cruzada con FcRH1, FcRH2,
FcRH3 y/o FcRH4. En algunos casos, el anticuerpo se une a FcRH5 enddgena. En algunos casos, el anticuerpo se
une a linfocitos B. En algunos casos, el anticuerpo no se une significativamente a linfocitos NK y/o monocitos.

En un aspecto adicional proporcionado en el presente documento, un anticuerpo anti-FCRH5 es un anticuerpo
monoclonal, que incluye un anticuerpo quimérico, humanizado o humano. En una realizacién, un anticuerpo anti-
FcRH5 es un fragmento de anticuerpo, por ejemplo, un Fv, Fab, Fab', scFv, diacuerpo, o fragmento F(ab').. En otro
caso, el anticuerpo es un anticuerpo sustancialmente de longitud completa, por ejemplo, un anticuerpo IgG1 u otra
clase o isotipo de anticuerpo como se define en el presente documento.

En un aspecto adicional, la divulgacion proporciona un anticuerpo que se une al mismo epitopo que un anticuerpo
anti-FcRH5 proporcionado en el presente documento. En ciertos casos, se proporciona un anticuerpo que se une a
una regién especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5c a partir de, dentro de, o solapando los
aminoacidos 754-835 de SEQ ID NO: 1.

El anticuerpo contra FcRH5, particularmente uno biespecifico contra FCRH5 (por ejemplo, biespecifico anti-CD3/anti-
FcRH5), puede tener caracteristicas, individualmente o en combinacién, basandose en ensayos de la linea celular
HEK (células HEK reconstituidas con componentes de sefializacion necesarios para el desencadenamiento de TCR
como se describe en James y Valle, Nature 487:64-69 (2012). En algunos casos, las caracteristicas, individualmente
o en combinacién, pueden incluir interfase de células tumorales / sinapsis inmunoldgicas, fosforilacion de TCR
mediada por Lck, actividad de ZAP70 que incluye estado de fosforilacion y localizacién, actividad de CD58 que incluye
localizacién y union, actividad de B2Ar que incluye localizacion y union, actividad de CAAX que incluye localizacion y
union, actividad de CD45 que incluye localizacién, actividad de pMHC que incluye localizacion, y/o actividad de TCR
y caracteristicas de desencadenamiento.

En un aspecto adicional, un anticuerpo anti-FcCRH5 puede incorporar cualquiera de las caracteristicas, individualmente
0 en combinacion, como se describe en (a)-(e) y/o las Secciones 1-7 a continuacion.

(a) se une a una regioén especifica de isoforma c del dominio extracelular de FCRH5¢

Se conocen en la técnica métodos de determinacién de si un anticuerpo anti-FCRH5 se une a una region especifica
de isoforma c del dominio extracelular de FcRH5¢c. En algunos casos, la uniéon de un anticuerpo anti-FcRH5 a una
regiéon especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5c puede determinarse expresando polipéptidos
FcRHS5 con deleciones del extremo N y C en células 293 y/o células SVT2 y probando por FACS como se describe en
los ejemplos la unién del anticuerpo a los polipéptidos truncados. En algunos casos, una reduccién sustancial (= 70 %
de reduccion) o eliminacién de la union del anticuerpo a un polipéptido truncado con respecto a la union a FcRH5 de
longitud completa expresada en células 293 indica que el anticuerpo no se une a ese polipéptido truncado.

En algunos casos, la region especifica de isoforma ¢ comprende el dominio 9 de tipo Ig. En algunos casos, el dominio
9 de tipo Ig también se llama 8 de tipo C2 de tipo lg. En algunos casos, la regién especifica de isoforma ¢ comprende
los aminoacidos 754-835 de SEQ ID NO: 1. En algunos casos, la region especifica de isoforma ¢ comprende los
aminoacidos 752-834 de SEQ ID NO: 1. En algunos casos, la region especifica de isoforma ¢ comprende los
aminoacidos 743-850 de SEQ ID NO: 1. En algunos casos, la region especifica de isoforma ¢ comprende los
aminoacidos 745-851 de SEQID NO: 1. En algunos casos, la regidon especifica de isoforma ¢ comprende los
aminoacidos de aproximadamente cualquierade 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 o 15 del limite del extremo
N y/o extremo C. En algunos casos, la regidon especifica de isoforma ¢ comprende los aminoacidos de
aproximadamente cualquiera de 750, 751, 752, 753 o 754 a aproximadamente cualquiera de 830, 831, 832, 833, 834,
835u 836 de SEQ ID NO: 1. En algunos casos, FcH5 es FCRH5 humana. En algunos casos, FcRH5 es FcCRH5 humana
o FcRHS5 de mono cinomolgo.

(b) reacciona de forma cruzada con (se une a) FcRH5 humana y de cino con una afinidad de < 5nM, 0 £ 4 nM, o <
3nM, o< 2nM, o <1nM, yopcionalmente = 0,0001 nM, o = 0,001 nM, 0 = 0,01 nM

Se conocen en la técnica métodos de determinacion de la afinidad de unién. En algunos casos, la afinidad de unién
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puede determinarse segun un ensayo BlAcore®, ELISA, FACS e IHC, por ejemplo, como se describe en los ejemplos.

En algunos casos, el anticuerpo anti-FcRH5 se une a FcRH35 humana y/o cino con una afinidad de aproximadamente
cualquierade <5nM,0<4nM, 0 <3 nM, o <2nM, o<1nM. En algunos casos, el anticuerpo anti-FcCRH5 se une a
FcRH5 humana y/o de cino con una afinidad de aproximadamente < 5. En algunos casos, el anticuerpo anti-FCRH5
se une a FcRH5 humana y/o de cino con una afinidad de aproximadamente < 4 nM. En algunos casos, el anticuerpo
anti-FcRH5 se une a FcRH5 humana y/o de cino con una afinidad de aproximadamente < 3 nM. En algunos casos, el
anticuerpo anti-FCRH5 se une a FcRH5 humana y/o de cino con una afinidad de aproximadamente <2 nM. En algunas
realizaciones, FCRH5 es FCRH5 humana. En algunos casos, FcRH5 es FCRHS de mono cinomolgo.

(c) no reacciona de forma cruzada con (no se une a) FcRH1, FcRH2, FcRH3 y/o FcRH4

Se conocen en la técnica métodos de determinacién de la unién. En algunos casos, la afinidad de unién puede
determinarse segun un ensayo BlAcore®, FACS, ELISA e IHC, por ejemplo, como se describe en los ejemplos.

En algunos casos, el anticuerpo anti-FcRH5 se une a FcRH5 con una afinidad superior a aproximadamente cualquiera
de 2, 5, 10, 20, 50, 100, 500 o 1000 veces superior a FcRH1, FcRH2, FcRH3 y/o FcRH4. En algunos casos, FCRH es
FcRH humana.

(d) no reacciona de forma cruzada con (no se une a) FcRH5a

Se conocen en la técnica métodos de determinacién de la uniéon. En algunos casos, la afinidad de unién puede
determinarse segun un ensayo BlAcore®, FACS, ELISA e IHC, por ejemplo, como se describe en los ejemplos.

En algunos casos, el anticuerpo anti-FcRH5 se une a FcRH5¢ con una afinidad superior a aproximadamente cualquiera
de 2, 5, 10, 20, 50, 100, 500 o 1000 veces superior a FcCRH5a. En algunos casos, FCRH es FcRH humana.

(e) no reacciona de forma cruzada con otro dominio de tipo Ig (no se une a) de FcRH5

Se conocen en la técnica métodos de determinacién de la uniéon. En algunos casos, la afinidad de unién puede
determinarse segun un ensayo BlAcore®, FACS, ELISA e IHC, por ejemplo, como se describe en los ejemplos.

En algunos casos, el anticuerpo anti-FCRH5 se une al dominio 9 de tipo Ig de FcRH5 con una afinidad superior a
aproximadamente cualquiera de 2, 5, 10, 20, 50,100, 500 o 1000 veces superior al dominio 1, 2, 3,4, 5,6, 7 y/u 8 de
tipo Ig de FcRH5. En algunos casos, FcRH es FcRH humana. En algunos casos, el dominio de tipo Ig es el dominio 1
de tipo Ig (aa 23-100 de SEQ ID NO: 1), dominio 2 de tipo Ig (aa 105-185 de SEQ ID NO: 1), dominio 3 de tipo Ig (aa
188-271 de SEQ ID NO: 1), dominio 4 de tipo Ig (287-373 de SEQ ID NO: 1), dominio 5 de tipo Ig (aa 380-466 de
SEQ ID NO: 1), dominio 6 de tipo Ig (aa 490-555 de SEQ ID NO: 1), dominio 7 de tipo Ig (aa 568-652 de
SEQ ID NO: 1), dominio 8 de tipo Ig (aa 658-731 de SEQ ID NO: 1),

Ensayos de unién y otros ensayos

En un aspecto, se prueba un anticuerpo anti-FcRH5 para su actividad de unién a antigeno. Por ejemplo, en ciertos
casos, se prueba un anticuerpo anti-FcRH5 para su capacidad para unirse a FCRH5 expresada sobre la superficie de
una célula. Puede usarse un ensayo FACS para tal prueba.

En un ensayo de competicion a modo de ejemplo, se incuba FcRH5 inmovilizada en una solucién que comprende un
primer anticuerpo marcado que se une a FcRH5 y un segundo anticuerpo no marcado que esta siendo probado para
su capacidad para competir con el primer anticuerpo para unirse a FcRH5. El segundo anticuerpo puede estar presente
en un sobrenadante de hibridoma. Como control, se incuba FCRH5 inmovilizada en una solucién que comprende el
primer anticuerpo marcado, pero no el segundo anticuerpo no marcado. Después de la incubacién en condiciones
permisivas para la unién del primer anticuerpo a FCRH5, se elimina el exceso de anticuerpo sin unir, y se mide la
cantidad de marca asociada a FcRH5 inmovilizada. Si la cantidad de marca asociada a FcRH5 inmovilizada esta
sustancialmente reducida en la muestra de prueba con respecto a la muestra de control, entonces eso indica que el
segundo anticuerpo estd compitiendo con el primer anticuerpo para unirse a FcRH5. En ciertos casos, FCRH5
inmovilizada esta presente sobre la superficie de una célula o en una preparacion de membrana obtenida de una
célula que expresa FcRH5 sobre su superficie.

En un aspecto, anticuerpos anti-FCRH5 purificados pueden ser adicionalmente caracterizados por una serie de
ensayos que incluyen, pero no se limitan a, secuenciacion del extremo N, analisis de aminoacidos, cromatografia
liquida de alta presion (HPLC) con exclusion por tamafio no desnaturalizante, espectrometria de masas, cromatografia
de intercambio idnico y digestidon con papaina. En un caso, se contempla un anticuerpo alterado que posee algunas
de, pero no todas, las funciones efectoras, que lo hacen un candidato deseable para muchas aplicaciones en las que
la semivida del anticuerpo in vivo es importante, pero ciertas funciones efectoras (tales como complemento y ADCC)
son innecesarias o perjudiciales. En ciertos casos, las actividades de Fc del anticuerpo se miden para garantizar que
solo se mantienen las propiedades deseadas. Pueden realizarse ensayos de citotoxicidad in vitro y/o in vivo para
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confirmar la reduccién/agotamiento de actividades de CDC y/o ADCC. Por ejemplo, pueden realizarse ensayos de
unién a receptor de Fc (FcR) para garantizar que el anticuerpo carece de union de FcyR (por lo tanto, probablemente
carece de actividad de ADCC), pero retiene la capacidad de unién a FcRn. Las células primarias para mediar en
ADCC, linfocitos NK, expresan FcyRIll solo, mientras que los monocitos expresan FcyRI, FcyRIl y FcyRIIl. La
expresion de FcR en células hematopoyéticas se resume en la Tabla 3 en la pagina 464 de Ravetch y Kinet, Annu,
Rev. Immunol, 9:457-92 (1991). Un ejemplo de un ensayo in vitro para evaluar la actividad de ADCC de una molécula
de interés se describe en la patente de EE.UU. N.° 5.500.362 o0 5.821.337. Células efectoras utiles para tales ensayos
incluyen células mononucleares de sangre periférica (CMSP) vy linfocitos citoliticos espontaneos (NK).
Alternativamente, o adicionalmente, la actividad de ADCC de la molécula de interés puede evaluarse in vivo, por
ejemplo, en un modelo animal tal como el desvelado en Clynes et al., PNAS (USA) 95:652-656 (1998). También
pueden llevarse a cabo ensayos de union de C1q para confirmar que el anticuerpo es incapaz de unirse a C1q y, por
lo tanto, carece de actividad de CDC. Para evaluar la activacion del complemento puede realizarse un ensayo de CDC,
por ejemplo, como se describe en Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996). También pueden
realizarse determinaciones de la unién y eliminacién/semivida in vivo de FcRn usando métodos conocidos en la
técnica.

1. Afinidad del anticuerpo

Un anticuerpo proporcionado en el presente documento puede tener una constante de disociacién (Kd) de <1 uM, <
100 nM, < 10 nM, < 1 nM, < 0,1 nM, < 0,01 nM, o < 0,001 nM, y opcionalmente es = 107" M (por ejemplo, 10° M o
menos, por ejemplo de 108 M a 10-'3 M, por ejemplo, de 10° M a 1013 M).

En algunos casos, Kd puede medirse por un ensayo de unién a antigeno radiomarcado (RIA) realizado con la version
de Fab de un anticuerpo de interés y su antigeno como se describe por el siguiente ensayo. La afinidad de unién en
solucion de Fab por antigeno se mide equilibrando el Fab con una concentracién minima de antigeno marcado con
('®51) en presencia de una serie de valoracion de antigeno sin marcar, luego capturando el antigeno unido con una
placa recubierta de anticuerpo anti-Fab (véase, por ejemplo, Chen et al., J. Mo Biol. 293:865-881(1999)). Para
establecer condiciones para el ensayo, pueden recubrirse placas multipocillo MICROTITER® (Thermo Scientific)
durante la noche con 5 pug/ml de un anticuerpo anti-Fab de captura (Cappel Labs) en carbonato sédico 50 mM (pH
9,6), y posteriormente bloquearse con 2 % (peso/volumen) de albdimina de suero bovino en PBS durante dos a cinco
horas a temperatura ambiente (aproximadamente 23 °C). En una placa no adsorbente (Nunc N.° 269620), se mezclan
[?%]-antigeno 100 pM o 26 pM con diluciones sucesivas de un Fab de interés (por ejemplo, de acuerdo con la
evaluacion del anticuerpo anti-VEGF, Fab-12, en Presta et al., Cancer Res. 57:4593-4599 (1997)). El Fab de interés
se incuba entonces durante la noche; sin embargo, la incubacion puede continuar durante un periodo mas largo (por
ejemplo, aproximadamente 65 horas) para garantizar que se alcanza el equilibrio. A partir de aqui, las mezclas pueden
transferirse a la placa de captura para la incubacion a temperatura ambiente (por ejemplo, durante una hora). La
solucion puede entonces ser eliminada y la placa lavada ocho veces con 0,1 % de polisorbato 20 (TWEEN-20®) en
PBS. Cuando las placas se han secado, pueden afiadirse 150 pl/pocillo de centelleante (MICROSCINT-20™;
Packard), y las placas pueden contarse en un contador gamma TOPCOUNT™ (Packard) durante diez minutos. Puede
elegirse concentraciones de cada Fab que dan menos o igual al 20 % de unién maxima para su uso en ensayos de
union competitiva.

Kd también puede medirse usando ensayos de resonancia de plasmones superficiales usando BIACORE® -2000 o
BIACORE®-3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25 °C con chips CM5 de antigeno inmovilizado a ~10 unidades de
respuesta (UR). Brevemente, pueden activarse chips biosensores de dextrano carboximetilado (CM5, BIACORE, Inc.)
con clorhidrato de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) segun las
instrucciones del proveedor. El antigeno puede diluirse con acetato sédico 10 mM, pH 4,8, a 5 ug/ml (~0,2 yM) antes
de la inyeccion a un caudal de 5 pl/minuto para lograr aproximadamente 10 unidades de respuesta (UR) de proteina
acoplada. Tras la inyeccion de antigeno, puede inyectarse etanolamina 1 M para bloquear los grupos sin reaccionar.
Para mediciones cinéticas, pueden inyectarse diluciones sucesivas dobles de Fab (0,78 nM a 500 nM) en PBS con
0,05 % de tensioactivo polisorbato 20 (TWEEN-20™) (PBST) a 25 °C a un caudal de aproximadamente 25 pl/min.
Pueden calcularse velocidades de asociacion (kas) y velocidades de disociacion (kdis) usando un modelo de unién de
Langmuir uno a uno simple (software de evaluacién BIACORE® version 3.2) ajustando simultaneamente los
sensogramas de asociacion y disociacion. La constante de disociacién en equilibrio (Kd) puede calcularse como la
relacion kdis/kas. Véase, por ejemplo, Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865-881 (1999). Si la constante de asociacion supera
10 M-" " por el ensayo de resonancia de plasmones superficiales anterior, entonces la constante de asociacién puede
determinarse usando una técnica de extincion fluorescente que mide el aumento o la disminucién en la intensidad de
emision de fluorescencia (excitacion = 295 nm; emisién = 340 nm, paso banda 16 nm) a 25 °C de un anticuerpo anti-
antigeno 20 nM (forma de Fab) en PBS, pH 7,2, en presencia de concentraciones crecientes de antigeno como se
mide en un espectrometro, tal como un espectrofotdmetro equipado con flujo de parada (Aviv Instruments) o un
espectrofotometro SLM-AMINCO™ serie 8000 (ThermoSpectronic) con una cubeta con agitacion.

2. Fragmentos de anticuerpos
Un anticuerpo proporcionado en el presente documento puede ser un fragmento de anticuerpo. Fragmentos de

anticuerpos incluyen, pero no se limitan a, fragmentos Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')2, Fv y scFv, y otros fragmentos
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descritos mas adelante. Para una revision de ciertos fragmentos de anticuerpos, véase Hudson et al., Nat. Med. 9:129-
134 (2003). Para una revision de fragmentos scFv, véase, por ejemplo, Pluckthiin, en The Pharmacology of Monoclonal
Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., (Springer-Verlag, New York), pp. 269-315 (1994); véanse también el
documento WO 93/16185; y las patentes de EE.UU. N.° 5.571.894 y 5.587.458. Para discusion de fragmentos Fab y
F(ab')2 que comprenden restos de epitopo de unién al receptor de rescate y que tienen elevada semivida in vivo, véase
la patente de EE.UU. N.° 5.869.046.

Los diacuerpos son fragmentos de anticuerpos con dos sitios de unién al antigeno que pueden ser bivalentes o
biespecificos. Véanse, por ejemplo, los documentos EP 404.097; WO 1993/01161; Hudson et al., Nat. Med. 9:129-
134 (2003); y Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448 (1993). También se describen triacuerpos y
tetracuerpos en Hudson et al., Nat. Med. 9:129-134 (2003).

Los anticuerpos de un solo dominio son fragmentos de anticuerpos que comprenden todo o una porcién del dominio
variable de la cadena pesada o todo o una porcién del dominio variable de la cadena ligera de un anticuerpo. En
ciertas realizaciones, un anticuerpo de un solo dominio es un anticuerpo de un solo dominio humano (Domantis, Inc.,
Waltham, MA; véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N.° 6.248.516 B1).

Pueden prepararse fragmentos de anticuerpos por diversas técnicas, que incluyen, pero no se limitan a, digestion
proteolitica de un anticuerpo intacto, ademas de produccién por células hospedadoras recombinantes (por ejemplo,
E. coli o fago), como se describe en el presente documento.

3. Anticuerpos quiméricos y humanizados

Un anticuerpo proporcionado en el presente documento puede ser un anticuerpo quimérico. Se describen ciertos
anticuerpos quiméricos, por ejemplo, en la patente de EE.UU. N.° 4.816.567; y Morrison et al., Proc. Natl. Acad, Sci.
USA, 81:6851-6855 (1984)). En un ejemplo, un anticuerpo quimérico comprende una regién variable no humana (por
ejemplo, una region variable derivada de un ratén, rata, hamster, conejo o primate no humano, tal como un mono) y
una region constante humana. En un ejemplo adicional, un anticuerpo quimérico es un anticuerpo de "cambio de clase"
en el que la clase o subclase ha sido cambiada de la del anticuerpo parental. Los anticuerpos quiméricos incluyen
fragmentos de unién al antigeno de los mismos.

Un anticuerpo quimérico puede ser un anticuerpo humanizado. Normalmente, un anticuerpo no humano se humaniza
para reducir la inmunogenicidad a los seres humanos, mientras que retienen la especificidad y afinidad del anticuerpo
no humano parental. Generalmente, un anticuerpo humanizado comprende uno o mas dominios variables en los que
HVR, por ejemplo, CDR (o porciones de las mismas) derivan de un anticuerpo no humano, y FR (o porciones de las
mismas) derivan de secuencias de anticuerpo humano. Un anticuerpo humanizado también comprendera
opcionalmente al menos una porciéon de una regién constante humana. Algunos restos de FR en un anticuerpo
humanizado pueden estar sustituidos con restos correspondientes de un anticuerpo no humano (por ejemplo, el
anticuerpo del que se derivan los restos de HVR), por ejemplo, para restaurar o mejorar la especificidad del anticuerpo
o afinidad.

Anticuerpos humanizados y métodos de su preparacion se revisan, por ejemplo, en Almagro y Fransson, Front. Biosci.
13:1619-1633 (2008), y se describen adicionalmente, por ejemplo, en Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988);
Queen et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 86:10029-10033 (1989); patentes de EE.UU. N.° 5.821.337, 7.527.791,
6.982.321 y 7.087.409; Kashmiri et al., Methods 36:25-34 (2005) (que describe el injerto de SDR (a-CDR)); Padlan,
Mol. Immunol. 28:489-498 (1991) (que describe "acondicionamiento superficial"); Dall'Acqua et al., Methods 36:43-60
(2005) (que describe "barajado de FR"); y Osbourn et al., Methods 36:61-68 (2005) y Klimka et al., Br. J. Cancer,
83:252-260 (2000) (que describe el enfoque de "seleccion guiada” para el barajado de FR).

Regiones estructurales humanas que pueden usarse para la humanizacioén incluyen, pero no se limitan a: regiones
estructurales seleccionadas usando el método de "ajuste 6ptimo" (véase, por ejemplo, Sims et al., J. Immunol 151:2296
(1993)); regiones estructurales derivadas de la secuencia consenso de anticuerpos humanos de un subgrupo particular
de regiones ligeras o variables de la cadena pesada (véase, por ejemplo, Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
89:4285 (1992); y Presta et al., J. Immunol, 151:2623 (1993)); regiones estructurales maduras humanas (mutadas
somaticamente) o regiones estructurales de la linea germinal humana (véase, por ejemplo, Almagro y Fransson, Front.
Biosci, 13:1619-1633 (2008)); y regiones estructurales derivadas del cribado de bibliotecas de FR (véase, por ejemplo,
Baca et al., J. Biol. Chem. 272:10678-10684 (1997) y Rosok et al., J. Biol. Chem. 271:22611-22618 (1996)).

4. Anticuerpos humanos

Un anticuerpo proporcionado en el presente documento puede ser un anticuerpo humano. Los anticuerpos humanos
pueden producirse usando diversas técnicas conocidas en la técnica. Los anticuerpos humanos se describen
generalmente en van Dijk y van de Winkel, Curr. Opin. Pharmacol 5: 368-74 (2001) y Lonberg, Curr. Opin. Immunol.
20:450-459 (2008).

Pueden prepararse anticuerpos humanos administrando un inmunogén a un animal transgénico que ha sido
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modificado para producir anticuerpos humanos intactos o anticuerpos intactos con regiones variables humanas en
respuesta a exposicion antigénica. Tales animales normalmente contienen todos o una porcién de los loci de
inmunoglobulina humana, que sustituyen los loci de inmunoglobulina enddégena, o que estdn presentes
extracromosomicamente o integrados al azar en los cromosomas del animal. En tales ratones transgénicos, los loci
de inmunoglobulina endégena han sido generalmente inactivados. Para una revision de métodos para obtener
anticuerpos humanos de animales transgénicos, véase Lonberg, Nat. Biotech. 23:1117-1125 (2005). Véanse, por
tanto, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N.° 6.075.181 y 6.150.584 que describen la tecnologia XENOMOUSE™;
la patente de EE.UU. N.° 5.770.429 que describe la tecnologia HUMAB®; la patente de EE.UU. N.° 7.041.870 que
describe la tecnologia K-M MOUSE®, y la publicacion de solicitud de patente de EE.UU. N.° US 2007/0061900, que
describe la tecnologia VELOCIMOUSE®). Regiones variables humanas de anticuerpos intactos generados por tales
animales pueden ser adicionalmente modificadas, por ejemplo, combinando con una regidon constante humana
diferente.

También pueden prepararse anticuerpos humanos por métodos basados en hibridomas. Se han descrito lineas de
células de mieloma humano y de heteromieloma ratén-humano para la producciéon de anticuerpos monoclonales
humanos (véanse, por ejemplo, Kozbor J. Immunol., 133: 3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production
Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987); y Boerner et al., J. Immunol., 147: 86
(1991)). También se describen anticuerpos humanos generados mediante tecnologia de hibridomas de linfocitos B
humanos en Li et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:3557-3562 (2006). Métodos adicionales incluyen aquellos
descritos, por ejemplo, en la patente de EE.UU. N.° 7.189.826 (que describe la produccién de anticuerpos IgM humana
monoclonales de lineas celulares de hibridoma) y Ni, Xiandai Mianyixue, 26(4):265-268 (2006) (que describe
hibridomas humano-humano). También se describe la tecnologia de hibridomas humanos (tecnologia de triomas) en
Vollmers y Brandlein, Histology and Histopathology, 20(3):927-937 (2005) y Vollmers y Brandlein, Methods and
Findings in Experimental and Clinical Pharmacology, 27(3):185-91 (2005).

También pueden generarse anticuerpos humanos aislando secuencias del dominio variable de clones de Fv
seleccionados de bibliotecas de presentacion en fagos derivados de humano. Tales secuencias del dominio variable
pueden entonces combinarse con un dominio constante humano deseado. Técnicas para seleccionar anticuerpos
humanos de bibliotecas de anticuerpos se describen a continuacion.

5. Anticuerpos derivados de biblioteca

Los anticuerpos proporcionados en el presente documento pueden aislarse por cribado de bibliotecas combinatorias
para anticuerpos con la actividad o actividades deseadas. Por ejemplo, se conocen en la técnica varios métodos de
generacion de bibliotecas de presentacion en fagos y cribado de tales bibliotecas para anticuerpos que poseen las
caracteristicas de unién deseadas. Tales métodos se revisan, por ejemplo, en Hoogenboom et al., en Methods in
Molecular Biology 178:1-37 (O'Brien et al., ed., Humana Press, Totowa, NJ, 2001) y se describen ademas, por ejemplo,
en McCafferty et al., Nature 348;552-554; Clackson et al., Nature 352: 624-628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol 222:
581-597 (1992); Marks and Bradbury, en Methods in Molecular Biology 248:161-175 (Lo, ed., Humana Press, Totowa,
NJ, 2003); Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093 (2004); Fellouse,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34): 12467-12472 (2004); y Lee et al., J. Immunol. Methods 284(1-2): 119-132(2004).

En ciertos métodos de presentacion en fagos, se clonan por separado repertorios de genes VH y VL por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y se recombinan aleatoriamente en bibliotecas de fagos, que pueden entonces cribarse
para fago que se une a antigeno como se describe en Winter et al., Ann Rev. Immunol., 12: 433-455 (1994). El fago
normalmente presenta fragmentos de anticuerpos, ya sea como fragmentos Fv de una sola cadena (scFv) o como
fragmentos Fab. Las bibliotecas de fuentes inmunizadas proporcionan anticuerpos de alta afinidad por el inmunogén
sin el requisito de construir hibridomas. Alternativamente, el repertorio intacto puede clonarse (por ejemplo, de
humano) para proporcionar una unica fuente de anticuerpos a un amplio intervalo de no-auto y también auto-antigenos
sin ninguna inmunizacién como se describe por Griffiths et al., EMBO J. 12: 725-734 (1993). Finalmente, también
pueden prepararse sintéticamente bibliotecas intactas clonando segmentos de genes V no reordenados de células
madre, y usando cebadores de PCR que contienen secuencia al azar para codificar las regiones CDR3 altamente
variables y para realizar el reordenamiento in vitro, como se describe por Hoogenboom y Winter, J Mol. Biol., 227: 381-
388 (1992). Publicaciones de patente que describen las bibliotecas de fagos de anticuerpo humano incluyen, por
ejemplo: la patente de EE.UU: N.° 5.750.373, y las publicaciones de patente N.° 2005/0079574, 2005/0119455,
2005/0266000, 2007/0117126,2007/0160598, 2007/0237764, 2007/0292936 y 2009/0002360.

Anticuerpos o fragmentos de anticuerpos aislados de bibliotecas de anticuerpos humanos se consideran anticuerpos
humanos o fragmentos de anticuerpos humanos en el presente documento.

6. Anticuerpos multiespecificos
Un anticuerpo proporcionado en el presente documento puede ser un anticuerpo multiespecifico, por ejemplo un
anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos multiespecificos son anticuerpos monoclonales que tienen especificidades

de unidn por al menos dos sitios diferentes. En ciertos casos, una de las especificidades de union es por FCRH5 y la
otra es por cualquier otro antigeno. En ciertos casos, una de las especificidades de unién es por FcRH5 y la otra es
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por CD3. Véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N.° 5.821.337. En ciertos casos, los anticuerpos biespecificos
pueden unirse a dos epitopos diferentes de FcRH5. También pueden usarse anticuerpos biespecificos para localizar
agentes citotoxicos en células que expresan FcRH5. Los anticuerpos biespecificos pueden prepararse como
anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpos.

En algunas realizaciones, los anticuerpos contra FCRH5 son anticuerpos biespecificos contra FCRH5. Los anticuerpos
biespecificos son anticuerpos que tienen especificidades de unién por al menos dos epitopos diferentes. Anticuerpos
biespecificos a modo de ejemplo pueden unirse a dos epitopos diferentes de una proteina FCRH5 como se describe
en el presente documento. Otros de tales anticuerpos pueden combinar un sitio de unién de FcRH5 con un sitio de
unién por otra proteina. Alternativamente, un brazo anti-FcRH5 puede combinarse con un brazo que se une a una
molécula desencadenante en un leucocito tal como una molécula de receptor de linfocitos T (por ejemplo, CD3), o
receptores de Fc para IgG (FcyR), tales como FcyRI (CD64), FcyRIlI (CD32) y FeyRIIlI (CD16), de manera que centren
y localicen los mecanismos de defensa celular en la célula que expresa FCRH5. También pueden usarse anticuerpos
biespecificos para localizar agentes citotoxicos en células que expresan FCRH5. Estos anticuerpos poseen un brazo
de unién a FcRH5-la y un brazo que se une el agente citotoxico (por ejemplo, saporina, alcaloide de la vinca anti-
interferén a, cadena de ricina A, metotrexato o hapteno de isétopo radiactivo). Pueden prepararse anticuerpos
biespecificos como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos
biespecificos F(ab')2). En algunos casos, el anticuerpo biespecifico contra FCRH5 comprende un primer brazo, en las
que el primer brazo se une a FcRH5 y un segundo brazo, en las que el segundo brazo se une a Fc. El segundo brazo
del anticuerpo biespecifico contra FCRH5 puede ser cualquier anticuerpo anti-Fc conocido en la técnica. Por ejemplo,
el documento WO 96/16673 describe un anticuerpo biespecifico anti-ErbB2/anti-FcyRIIl y la patente de EE.UU. N.°
5.837.234 desvela un anticuerpo biespecifico anti-ErbB2/anti-FcyRI. Un anticuerpo biespecifico anti-ErbB2/Fca se
muestra en el documento W098/02463. En algunos casos, el anticuerpo anti-FCRH5 se une a una region especifica
de isoforma c del dominio extracelular de FcRH5c. En algunos casos, los anticuerpos anti-FcCRH5 se unen al dominio
9 de tipo Ig de FcRH5c.

En algunos casos, el anticuerpo biespecifico contra FCRH5 comprende un primer brazo, en las que el primer brazo se
une a FcRH5 y un segundo brazo, en las que el segundo brazo se une a CD3. El segundo brazo del anticuerpo
biespecifico contra FCRHS5 puede ser cualquier anticuerpo anti-CD3 conocido en la técnica. Las patentes de EE.UU.
N.° 5.821.337 y 6.407.213 ensefian anticuerpos biespecificos anti-ErbB2/anti-CD3. Se han descrito anticuerpos
biespecificos adicionales que se unen al epitopo en el antigeno CD3 y un segundo epitopo. Véase, por ejemplo, la
patente de EE.UU. N.° 5.078.998 (anti-CD3/antigeno de células tumorales); la patente de EE.UU. N.° 5.601.819 (anti-
CD3/IL-2R; anti-CD3/CD28; anti-CD3/CD45); la patente de EE.UU. N.° 6.129.914 (anti-CD3/antigeno de linfocitos B
maligno); la patente de EE.UU. N.° 7.112.324 (anti-CD3/CD19); la patente de EE.UU. N.° 6.723.538 (anti-CD3/CCR5);
la patente de EE.UU. N.° 7.235.641 (anti-CD3/EpCAM); la patente de EE.UU. N.° 7.262.276 (anti-CD3/antigeno de
tumor de ovario); y la patente de EE.UU. N.° 5.731.168 (anti-CD3/CD4IgG). En algunos casos, el anticuerpo anti-CD3
del segundo brazo es un anticuerpo descrito en una cualquiera de los documentos WO 2005/118635,
WO02007/042261, WO2008/119567, US5929212, US6750325, US6491916, US7994289, US7993641, US6706265,
US5585097, US5968509, US5932448, US6129914, US7381803, US5834597 y US7862813. En algunos casos, el
anticuerpo anti-FCRH5 se une a una regién especifica de la isoforma c del dominio extracelular de FcRH5c. En algunos
casos, los anticuerpos anti-FCRH5 se unen al dominio 9 de tipo Ig de FcRH5c.

Técnicas de preparacion de anticuerpos multiespecificos incluyen, pero no se limitan a, co-expresion recombinante de
dos pares de cadenas pesadas-cadenas ligeras de la inmunoglobulina que tienen diferentes especificidades (véanse
Milstein y Cuello, Nature 305: 537 (1983)), documento WO 93/08829, y Traunecker et al., EMBO J. 10: 3655 (1991)),
e ingenieria de "boton en ojal" (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N.° 5.731.168). También pueden prepararse
anticuerpos multiespecificos manipulando los efectos de orientacién por interaccion electrostatica para preparar
moléculas heterodiméricas de anticuerpo Fc (documento WO 2009/089004A1); reticulacion de dos o mas anticuerpos
o fragmentos (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N.° 4.676.980, y Brennan et al., Science, 229: 81 (1985));
usando cremalleras de leucina para producir anticuerpos biespecificos (véase, por ejemplo, Kostelny et al., J.
Immunol., 148(5): 1547-1553 (1992)); usando tecnologia de "diacuerpos" para preparar fragmentos de anticuerpos
biespecificos (véase, por ejemplo, Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)); y usando dimeros
de Fv de una sola cadena (sFv) (véase, por ejemplo Gruber et al., J. Immunol, 152:5368 (1994)); y preparando
anticuerpos triespecificos como se describe, por ejemplo, en Tutt et al., J. Immunol. 147: 60 (1991).

También estan incluidos en el presente documento anticuerpos manipulados con tres 0 mas sitios de union al antigeno
funcionales, que incluyen "anticuerpos Octopus" (véase, por ejemplo, el documento US 2006/0025576A1).

El anticuerpo o fragmento en el presente documento también incluye un "Fab de accién dual™ o "DAF" que comprende
un sitio de unién al antigeno que se une a FcRH5, ademas de a otro antigeno diferente (véase, por ejemplo, el
documento US 2008/0069820).

Segun un enfoque diferente, dominios variables de anticuerpo con las especificidades de unién deseadas (sitios de
combinacién de anticuerpo-antigeno) se fusionan con secuencias del dominio constante de inmunoglobulina.
Preferentemente, la fusion es con un dominio constante de la cadena pesada de lg, que comprende al menos parte
de las regiones bisagra, CHz2 y Chs. Se prefiere tener la primera region constante de la cadena pesada (Chi1) que
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contiene el sitio necesario para la unién de la cadena ligera, presente en al menos una de las fusiones. ADN que
codifican las fusiones de la cadena pesada de la inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de la
inmunoglobulina, se insertan en vectores de expresidon separados, y se co-transfectan en una célula hospedadora
adecuada. Esto proporciona mayor flexibilidad en el ajuste de las proporciones mutuas de los tres fragmentos de
polipéptidos en realizaciones cuando relaciones desiguales de las tres cadenas de polipéptidos usadas en la
construccién proporcionan el rendimiento optimo del anticuerpo biespecifico deseado. Es, sin embargo, posible
insertar las secuencias codificantes para dos o las tres cadenas de polipéptidos en un Unico vector de expresion
cuando la expresion de al menos dos cadenas de polipéptidos en relaciones iguales produce altos rendimientos o
cuando las relaciones no tienen efecto significativo sobre el rendimiento de la combinacién de cadenas deseada.

En algunas realizaciones, los anticuerpos biespecificos estan compuestos de una cadena pesada de la
inmunoglobulina hibrida con una primera especificidad de unién en un brazo, y un par hibrido de cadena pesada-
cadena ligera de la inmunoglobulina (que proporciona una segunda especificidad de unién) en el otro brazo. Se
encontr6é que esta estructura asimétrica facilita la separacién del compuesto biespecifico deseado de combinaciones
de cadenas de inmunoglobulina no deseada, ya que la presencia de una cadena ligera de la inmunoglobulina en solo
la mitad de la molécula biespecifica proporciona una forma facil de separacion. Este enfoque se desvela en el
documento WO 94/04690. Para mas detalles de generacion de anticuerpos biespecificos véase, por ejemplo, Suresh
et al., Methods in Enzymology 121:210(1986).

Segun otro enfoque descrito en la patente de EE.UU. N.° 5.731.168, la interfase entre un par de moléculas de
anticuerpo puede manipularse para maximizar el porcentaje de heterodimeros que se recuperan del cultivo celular
recombinante. La interfase preferida comprende al menos una parte del dominio Chs. En este método, una o mas
cadenas laterales de aminoacidos pequefias de la interfase de la primera molécula de anticuerpo se sustituyen por
cadenas laterales mas grandes (por ejemplo, tirosina o triptéfano). Se crean "cavidades" compensatorias de tamafio
idéntico o similar a las cadena(s) lateral(es) grande(s) en la interfase de la segunda molécula de anticuerpo que
reemplazan las cadenas laterales de aminoacidos grandes con mas pequefas (por ejemplo, alanina o treonina). Esto
proporciona un mecanismo para aumentar el rendimiento del heterodimero con respecto a otros productos finales no
deseados tales como homodimeros. Los anticuerpos biespecificos producidos segun este enfoque se denominan en
el presente documento anticuerpos "protuberancia en cavidad".

Anticuerpos biespecificos incluyen anticuerpos reticulados o "heteroconjugados”. Por ejemplo, uno de los anticuerpos
en el heteroconjugado puede acoplarse a avidina, el otro a biotina. Tales anticuerpos han sido propuestos, por ejemplo,
para dirigir células del sistema inmunitario diana a células no deseadas (patente de EE.UU. N.° 4.676.980), y para el
tratamiento de infeccién por VIH (documentos WO 91/00360, WO 92/200373 y EP 03089). Los anticuerpos
heteroconjugados pueden prepararse usando cualquier método de reticulacion conveniente. Agentes de reticulacion
adecuados son muy conocidos en la técnica, y se desvelan en la patente de EE.UU. N.° 4.676.980, junto con varias
técnicas de reticulacion.

También se han descrito en la bibliografia técnicas para generar anticuerpos biespecificos a partir de fragmentos de
anticuerpos. Por ejemplo, pueden prepararse anticuerpos biespecificos usando enlace quimico. Brennan et al.,
Science 229:81 (1985) describen un procedimiento en el que anticuerpos intactos son proteoliticamente escindidos
para generar fragmentos F(ab')z. Estos fragmentos se reducen en presencia del agente complejante de ditiol, arsenito
de sodio, para estabilizar ditioles vecinales y prevenir la formacion de disulfuro intermolecular. Los fragmentos Fab'
generados se convierten entonces en derivados de tionitrobenzoato (TNB). Uno de los derivados de Fab'-TNB se
reconvierte entonces en Fab'-tiol mediante reducciéon con mercaptoetilamina y se mezcla con una cantidad equimolar
del otro derivado de Fab'-TNB para formar el anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos biespecificos producidos pueden
usarse como agentes para la inmovilizacién selectiva de enzimas.

Fragmentos Fab'-SH de E. coli pueden ser directamente recuperados y quimicamente acoplados para formar
anticuerpos biespecificos. Shalaby et al., J. Exp. Med. 175: 217-225 (1992) describen la producciéon de una molécula
de anticuerpo biespecifico completamente humanizado F(ab').. Cada fragmento Fab' fue secretado por separado de
E. coli y se sometié a acoplamiento quimico dirigido in vitro para formar el anticuerpo biespecifico. El anticuerpo
biespecifico asi formado fue capaz de unirse a células que expresan en exceso el receptor de ErbB2 y linfocitos T
humanos normales, ademas de desencadenar la actividad litica de linfocitos citotéxicos humanos contra dianas de
tumor mamario humano.

También se han descrito diversas técnicas de preparacion y aislamiento de fragmentos de anticuerpos biespecificos
directamente a partir de cultivo celular recombinante. Por ejemplo, se han producido anticuerpos biespecificos usando
cremalleras de leucina. Kostelny et al., J. Immunol. 148(5): 1547-1553 (1992). Los péptidos de cremalleras de leucina
de las proteinas Fos y Jun se unieron a las porciones Fab' de dos anticuerpos diferentes por fusién génica. Los
homodimeros de anticuerpo se redujeron en la region bisagra para formar monémeros y luego se re-oxidaron para
formar los heterodimeros de anticuerpo. Este método también puede utilizarse para la produccion de homodimeros
de anticuerpo. La tecnologia de "diacuerpos" descrita por Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448
(1993) ha proporcionado un mecanismo alternativo para la preparacion de fragmentos de anticuerpos biespecificos.
Los fragmentos comprenden VH conectado a VL por un conector que es demasiado corto para permitir el
emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena. Por consiguiente, los dominios VH y VL de un fragmento
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son forzados a emparejarse con los dominios VL y VH complementarios de otro fragmento, formando asi dos sitios de
unién al antigeno. También se ha informado de otra estrategia para preparar fragmentos de anticuerpos biespecificos
usando dimeros de Fv de una sola cadena (sFv). Véase Gruber et al., J. Immunol., 152:5368 (1994).

Se contemplan anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, pueden prepararse anticuerpos triespecificos. Tutt
etal., J. Immunol. 147:60 (1991),

8. Variantes de anticuerpo

En ciertas realizaciones se contemplan variantes de la secuencia de aminoacidos de los anticuerpos proporcionados
en el presente documento. Por ejemplo, puede desearse mejorar la afinidad de unién y/u otras propiedades bioldgicas
del anticuerpo. Las variantes de la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo pueden prepararse introduciendo
modificaciones apropiadas en la secuencia de nucleétidos que codifica el anticuerpo, o por sintesis de péptidos. Tales
modificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones de, y/o inserciones en y/o sustituciones de restos dentro de las
secuencias de aminoacidos del anticuerpo. Puede hacerse cualquier combinacion de delecion, insercion y sustitucion
para llegar a la construccion final, a condiciéon de que la construccion final posea las caracteristicas deseadas, por
ejemplo, unién al antigeno.

a) Variantes de sustitucién, insercién y delecién

En ciertas realizaciones se proporcionan variantes de anticuerpo que tienen una o mas sustituciones de aminoacidos.
Sitios de interés para la mutagénesis sustitucional incluyen HVR y FR. Se muestran sustituciones conservativas en la
Tabla 1 bajo el encabezamiento de "Sustituciones preferidas". Se proporcionan cambios mas sustanciales en la Tabla
1 bajo el encabezamiento de "Sustituciones a modo de ejemplo”, y como se describe adicionalmente mas adelante en
referencia a las clases de cadenas laterales de aminoacidos. Se muestran sustituciones conservativas en la Tabla 1
bajo el encabezamiento de "Sustituciones preferidas". Pueden introducirse sustituciones de aminoacidos en un
anticuerpo de interés y cribarse los productos para una actividad deseada, por ejemplo, retenerse/mejorarse la unién
al antigeno, disminuir la inmunogenicidad, o mejorar la ADCC o CDC.

Tabla 1

Resto original Sustituciones a modo de ejemplo Sustituciones preferidas
Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; GIn; Asn Lys
Asn (N) GlIn; His; Asp, Lys; Arg GIn
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
GIn (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; GIn Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; GIn; Lys; Arg Arg
lle (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucina Leu
Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe lle
Lys (K) Arg; GIn; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Thr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Thr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucina Leu

Los aminoacidos pueden agruparse segun propiedades comunes de la cadena lateral:
(1) hidréfobos: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) hidréfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gin;
(3) acidos: Asp, Glu;
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(4) basicos: His, Lys, Arg;
(5) restos que influyen en la orientacion de la cadena: Gly, Pro;
(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones no conservativas implicaran intercambiar un miembro de una de estas clases por otra clase.

Un tipo de variante sustitucional implica sustituir uno o mas restos de la region hipervariable de un anticuerpo parental
(por ejemplo, un anticuerpo humanizado o humano). Generalmente, la(s) variante(s) resultante(s) seleccionada(s) para
el estudio adicional tendran modificaciones (por ejemplo, mejoras) en ciertas propiedades biolégicas (por ejemplo,
elevada afinidad, reducida inmunogenicidad) con respecto al anticuerpo parental y/o habran retenido sustancialmente
ciertas propiedades bioldgicas del anticuerpo parental. Una variante sustitucional a modo de ejemplo es un anticuerpo
madurado por afinidad, que puede generarse convenientemente, por ejemplo, usando técnicas de maduracién por
afinidad basadas en expresion en fagos tales como aquellas descritas en el presente documento. Brevemente, se
mutan uno o mas restos de HVR y los anticuerpos de variante se expresan en fago y se criban para una actividad
biolégica particular (por ejemplo, afinidad de unién).

Pueden hacerse alteraciones (por ejemplo, sustituciones) en HVR, por ejemplo, para mejorar la afinidad del anticuerpo.
Tales alteraciones pueden hacerse en "puntos calientes" de HVR, es decir, restos codificados por codones que se
someten a mutacién a alta frecuencia durante el proceso de maduraciéon somatica (véase, por ejemplo, Chowdhury,
Methods Mol. Biol. 207:179-196 (2008)), y/o SDR (a-CDR), siendo VH o VL de variante resultante probado para
afinidad de unién. La maduracion por afinidad construyendo y re-seleccionando bibliotecas secundarias se ha descrito,
por ejemplo, en Hoogenboom et al., en Methods in Molecular Biology 178:1-37 (O'Brien et al., ed., Humana Press,
Totowa, NJ, (2001)). En algunas realizaciones de maduracion por afinidad, se introduce diversidad en los genes
variables elegidos para la maduracion por cualquiera de varios métodos (por ejemplo, PCR propensa a error, barajado
de cadenas o mutagénesis dirigida a oligonucledétidos). Entonces se crea una biblioteca secundaria. La biblioteca se
criba entonces para identificar cualquier variante de anticuerpo con la afinidad deseada. Otro método para introducir
diversidad implica enfoques dirigidos a HVR, en los que se aleatorizan varios restos de HVR (por ejemplo, 4-6 restos
cada vez). Los restos de HVR que participan en la union al antigeno pueden identificarse especificamente, por ejemplo,
usando mutagénesis por barrido de alanina o modelado. CDR-H3 y CDR-L3 en particular son frecuentemente elegidos
como diana.

En ciertas realizaciones pueden producirse sustituciones, inserciones o deleciones dentro de una o mas HVR, mientras
que tales alteraciones no reduzcan sustancialmente la capacidad del anticuerpo para unirse al antigeno. Por ejemplo,
pueden hacerse alteraciones conservativas (por ejemplo, sustituciones conservativas como se proporciona en el
presente documento) que no reducen sustancialmente la afinidad de unién en HVR. Tales alteraciones pueden estar
fuera de "puntos calientes" de HVR o SDR. En ciertas realizaciones de las secuencias de VH y de VL de variante
proporcionadas anteriormente, cada HVR tanto esté sin alterar como contiene no mas de una, dos o tres sustituciones
de aminoacidos.

Un método util para la identificacion de ciertos restos o regiones de un anticuerpo que pueden ser elegidas como diana
para mutagénesis se llama "mutagénesis por barrido de alanina" como se describe por Cunningham y Wells (1989)
Science, 244:1081-1085. En este método se identifica un resto o grupo de restos diana (por ejemplo, restos cargados
tales como arg, asp, his, lys y glu) y se sustituyen con un aminoacido neutro o negativamente cargado (por ejemplo,
alanina o polialanina) para determinar si se afecta la interacciéon del anticuerpo con el antigeno. Pueden introducirse
sustituciones adicionales en las localizaciones de aminoacido que demuestran sensibilidad funcional a las
sustituciones iniciales. Alternativamente, o adicionalmente, se usa una estructura cristalina de un complejo de
antigeno-anticuerpo para identificar puntos de contacto entre el anticuerpo y antigeno. Tales restos de contacto y
restos vecinos pueden ser elegidos como diana o eliminarse como candidatos para la sustitucion. Pueden cribarse
variantes para determinar si contienen las propiedades deseadas.

Las inserciones de secuencias de aminoacidos incluyen fusiones de extremos amino y/o carboxilo que oscilan en
longitud de un resto a polipéptidos que contienen cien o mas restos, ademas de inserciones secuencia dentro de la
secuencia de un unico resto de aminoacido o de multiples restos de aminoacidos. Ejemplos de inserciones terminales
incluyen un anticuerpo con un resto de metionilo en el extremo N. Otras variantes de insercién de la molécula de
anticuerpo incluyen la fusion al extremo N o C del anticuerpo a una enzima (por ejemplo, para ADEPT) o un polipéptido
que aumenta la semivida en suero del anticuerpo.

b) Variantes de glucosilaciéon

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en el presente documento es alterado para aumentar o disminuir
el grado al que el anticuerpo esta glucosilado. La adicion o delecion de sitios de glucosilacién a un anticuerpo puede
ser convenientemente realizada alterando la secuencia de aminoacidos de forma que se creen o eliminen uno o mas
sitios de glucosilacion.

Donde el anticuerpo comprende una region Fc, puede alterarse el hidrato de carbono unido a la misma. Anticuerpos
nativos producidos por células de mamifero normalmente comprenden un oligosacarido biantenario ramificado que
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generalmente se une por un enlace N a Asn297 del dominio CH2 de la regién Fc. Véase, por ejemplo, Wright et al.,
TIBTECH 15:26-32 (1997). El oligosacarido puede incluir diversos hidratos de carbono, por ejemplo, manosa, N-
acetilglucosamina (GIcNAc), galactosa y acido sialico, ademas de una fucosa unida a GIcNAc en el "tallo" de la
estructura del oligosacarido biantenario. En algunas realizaciones, puede prepararse modificaciones del oligosacarido
en un anticuerpo proporcionado en el presente documento con el fin de crear variantes de anticuerpo con ciertas
propiedades mejoradas.

En una realizacion, se proporcionan variantes de anticuerpo que tienen una estructura de hidrato de carbono que
carece de fucosa unida (directamente o indirectamente) a una regién Fc. Por ejemplo, la cantidad de fucosa en tal
anticuerpo puede ser del 1 % al 80 %, del 1 % al 65 %, del 5 % al 65 % o del 20 % al 40 %. La cantidad de fucosa se
determina calculando la cantidad promedio de fucosa dentro de la cadena de azlcar en Asn297, con respecto a la
suma de todas las glucoestructuras unidas a Asn 297 (por ejemplo, estructuras complejas, hibridas y de alta manosa)
como se mide por espectrometria de masas de MALDI-TOF, como se describe en el documento WO 2008/077546,
por ejemplo. Asn297 se refiere al resto de asparagina localizado en aproximadamente la posicion 297 en la regién Fc
(numeracién Eu de restos de la regiéon Fc); sin embargo, Asn297 también puede localizarse aproximadamente + 3
aminoacidos en la direccion 5' o en la direccion 3' de la posicion 297, es decir, entre las posiciones 294 y 300, debido
a variaciones de secuencia menores en los anticuerpos. Tales variantes de fucosilacién pueden tener funcién de ADCC
mejorada. Véanse, por ejemplo, las publicaciones de patente de EE.UU. N.° US 2003/0157108 (Presta, L.); US
2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Ejemplos de publicaciones relacionadas con variantes de anticuerpo
"desfucosiladas" o "deficientes en fucosa" incluyen: documentos US 2003/0157108; WO 2000/61739; WO 2001/29246;
US 2003/0115614; US 2002/0164328; US 2004/0093621; US 2004/0132140; US 2004/0110704; US 2004/0110282;
US 2004/0109865; WO 2003/085119; WO 2003/084570; WO 2005/035586; WO 2005/035778; W0O2005/053742;
W02002/031140; Okazaki et al., J. Mol. Biol. 336:1239-1249 (2004); Yamane-Ohnuki et al., Biotech. Bioeng. 87: 614
(2004). Ejemplos de lineas celulares capaces de producir anticuerpos desfucosilados incluyen células Lec13 CHO
deficientes en la fucosilacion de proteinas (Ripka et al., Arch. Biochem. Biophys. 249:533-545 (1986); solicitud de
patente de EE.U: N.° US 2003/0157108 A1, Presta, L; y documento WO 2004/056312 A1, Adams et al., especialmente
en el Ejemplo 11), y lineas celulares de inactivacion, tales como el gen de alfa-1,6-fucosiltransferasa, FUT8, células
CHO inactivadas (véase, por ejemplo, Yamane-Ohnuki et al., Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004); Kanda, Y. et al.,
Biotechnol. Bioeng., 94(4):680-688 (2006); y el documento WO2003/085107).

Se proporcionan ademas variantes de anticuerpo con oligosacaridos bisecados, por ejemplo, en los que un
oligosacarido biantenario unido a la region Fc del anticuerpo es bisecado por GIcNAc. Tales variantes de anticuerpo
pueden tener fucosilacion reducida y/o funcion de ADCC mejorada. Ejemplos de tales variantes de anticuerpo se
describen, por ejemplo, en el documento WO 2003/011878 (Jean-Mairet et al.); las patentes de EE.UU. N.° 6.602.684
(Umana et al.); y el documento US 2005/0123546 (Umana et al.). También se proporcionan variantes de anticuerpo
con al menos un resto de galactosa en el oligosacarido unido a la regién Fc. Tales variantes de anticuerpo pueden
tener funcién de CDC mejorada. Tales variantes de anticuerpo se describen, por ejemplo, en los documentos WO
1997/30087 (Patel et al.); WO 1998/58964 (Raju, S.); y WO 1999/22764 (Raju, S.).

c) Variantes de la reqgion Fc

En ciertas realizaciones, uno o mas modificaciones de aminoacidos pueden introducirse en la regiéon Fc de un
anticuerpo proporcionado en el presente documento, generando asi una variante de la regiéon Fc. La variante de la
region Fc puede comprender una secuencia de la regiéon Fc humana (por ejemplo, una region Fc de IgG1, IgG2, IgG3
0 1gG4 humana) que comprende una modificacion de aminoacidos (por ejemplo, una sustitucién) en una o mas
posiciones de aminoacidos.

En ciertas realizaciones, la invencion contempla una variante de anticuerpo que posee algunas de, pero no todas, las
funciones efectoras, que lo hacen un candidato deseable para aplicaciones en las que la semivida del anticuerpo in
vivo es importante, pero ciertas funciones efectoras (tales como el complemento y ADCC) son innecesarias o
perjudiciales. Pueden realizarse ensayos de citotoxicidad in vitro y/o in vivo para confirmar la reduccién/agotamiento
de actividades de CDC y/o ADCC. Por ejemplo, pueden realizarse ensayos de unioén al receptor de Fc (FcR) para
garantizar que el anticuerpo carece de union de FcyR (por lo tanto, probablemente carece de actividad de ADCC),
pero retiene la capacidad de unién FcRn. Las células primarias para mediar en ADCC, linfocitos NK, expresan FcyRIII
solo, mientras que los monocitos expresan FcyRI, FcyRIl y FcyRIIl. La expresién de FcR en células hematopoyéticas
se resume en la Tabla 3 en la pagina 464 de Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-492 (1991). Ejemplos no
limitantes de ensayos in vitro para evaluar la actividad de ADCC de una molécula de interés se describen en la patente
de EE.UU. N.° 5.500.362 (véase, por ejemplo Hellstrom, I. et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 83:7059-7063 (1986)) y
Hellstrom, | et al., Pro. Nat'l Acad. Sci. USA 82:1499-1502 (1985); 5.821.337 (véase Bruggemann, M. et al., J. Exp.
Med. 166:1351-1361 (1987)). Alternativamente, pueden emplearse métodos de ensayo no radiactivos (véase, por
ejemplo, ensayo de citotoxicidad no radiactivo ACTI™ para citometria de flujo (CellTechnology, Inc. Mountain View,
CA; y ensayo de citotoxicidad no radiactivo CytoTox 96® (Promega, Madison, WI). Células efectoras utiles para tales
ensayos incluyen células mononucleares de sangre periférica (CMSP) y linfocitos citoliticos espontéaneos (NK).
Alternativamente, o adicionalmente, la actividad de ADCC de la molécula de interés puede evaluarse in vivo, por
ejemplo, en un modelo animal tal como el desvelado en Clynes et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 95:652-656 (1998).
También pueden llevarse a cabo ensayos de union de C1q para confirmar que el anticuerpo es incapaz de unirse a
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C1qy, por lo tanto, carece de actividad de CDC. Véase, por ejemplo, ELISA de unién de C1qy C3c en los documentos
WO 2006/029879 y WO 2005/100402. Para evaluar la activacion del complemento, puede realizarse un ensayo de
CDC (véanse, por ejemplo, Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996); Cragg, M.S. et al., Blood
101:1045-1052 (2003); y Cragg, M.S. y M. Glennie, Blood 103:2738-2743 (2004)). También pueden realizarse
determinaciones de la union y eliminacién/semivida in vivo de FcRn usando métodos conocidos en la técnica (véase,
por ejemplo, Petkova, S.B. et al., Int'l. Immunol. 18(12):1759-1769(2006)).

Anticuerpos con funcién efectora reducida incluyen aquellos con sustitucidon de uno o mas de los restos de la region
Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327 y 329 (patente de EE.UU. N.° 6.737.056). Tales mutantes de Fc incluyen mutantes
de Fc con sustituciones en dos o mas de las posiciones de aminoacidos 265, 269, 270, 297 y 327, que incluyen el
llamado mutante de Fc "DANA" con sustitucién de los restos 265 y 297 por alanina (patente de EE.UU. N.° 7.332.581).

Se describen ciertas variantes de anticuerpo con unién mejorada o reducida a FcR (véanse, por ejemplo, la patente
de EE.UU. N.° 6.737.056; documento WO 2004/056312, y Shields et al., J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001)).

En ciertas realizaciones, una variante de anticuerpo comprende una regiéon Fc con una o mas sustituciones de
aminoacidos que mejoran ADCC, por ejemplo, sustituciones en las posiciones 298, 333 y/o 334 de la region Fc
(numeracién EU de restos).

En algunas realizaciones, se hacen alteraciones en la region Fc que producen unién alterada (es decir, o bien mejorada
o reducida) a C1q y/o citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), por ejemplo, como se describe en la patente
de EE.UU. N.° 6.194.551, documento WO 99/51642, e Idusogie et al., J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000).

Se describen anticuerpos con semividas elevadas y unidn mejorada al receptor de Fc neonatal (FcRn), que es
responsable de la transferencia de IgG maternas al feto (Guyer et al., J. Immunol. 117:587 (1976) y Kim et al., J.
Immunol 24:249 (1994)), en el documento US2005/0014934A1 (Hinton et al.). Aquellos anticuerpos comprenden una
regién Fc con una o més sustituciones en ellos que mejoran la unién de la regién Fc a FcRn. Tales variantes de Fc
incluyen aquellas con sustituciones en uno o mas de los restos de la regién Fc: 238, 256, 265, 272, 286, 303, 305,
307, 311, 312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424 o 434, por ejemplo, sustitucion del resto de la
region Fc 434 (patente de EE.UU. N.° 7.371.826).

Véase también Duncan & Winter, Nature 322:738-40 (1988); patente de EE.UU. N.° 5.648.260; patente de EE.UU. N.°
5.624.821; y documento WO 94/29351 referentes a otros ejemplos de variantes de la regién Fc.

d) Variantes de anticuerpo manipuladas con cisteina

En ciertas realizaciones, puede desearse crear anticuerpos manipulados con cisteina, por ejemplo, "tioMAb", en los
que uno o mas restos de un anticuerpo estan sustituidos con restos de cisteina. En realizaciones particulares, los
restos sustituidos se producen en sitios accesibles del anticuerpo. Sustituyendo aquellos restos con cisteina, grupos
tiol reactivos se posicionan asi en sitios accesibles del anticuerpo y pueden usarse para conjugar el anticuerpo con
otros restos, tales como restos de farmaco o restos de conector-farmaco, para crear un inmunoconjugado, como se
describe adicionalmente en el presente documento. En ciertas realizaciones, uno cualquiera o mas de los siguientes
restos puede estar sustituido con cisteina: V205 (numeracion de Kabat) de la cadena ligera; A118 (numeracion EU)
de la cadena pesada; y S400 (numeracién EU) de la regiéon Fc de la cadena pesada. Pueden generarse anticuerpos
manipulados con cisteina como se describe, por ejemplo, en la patente de EE.UU. N° 7.521.541.

e) Derivados de anticuerpo

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en el presente documento puede modificarse adicionalmente
para contener restos no proteinaceos adicionales que se conocen en la técnica y estan facilmente disponibles. Restos
adecuados para la derivatizacion del anticuerpo incluyen, pero no se limitan a, polimeros solubles en agua. Ejemplos
no limitantes de polimeros solubles en agua incluyen, pero no se limitan a, polietilenglicol (PEG), copolimeros de
etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano,
poli-1,3,6-trioxano, copolimero de etileno/anhidrido maleico, poliaminoacidos (tanto homopolimeros como copolimeros
al azar), y dextrano o poli(n-vinilpirrolidona)polietilenglicol, homopolimeros de propropilenglicol, co-polimeros de 6xido
de polipropileno/6xido de etileno, polioles polioxietilados (por ejemplo, glicerol), poli(alcohol vinilico), y mezclas de los
mismos. El propionaldehido de polietilenglicol puede tener ventajas en la fabricacion debido a su estabilidad en agua.
El polimero puede ser de cualquier peso molecular, y puede estar ramificado o sin ramificar. El nimero de polimeros
unidos al anticuerpo puede variar, y si estan unidos mas de un polimero, pueden ser moléculas iguales o diferentes.
En general, el niumero y/o tipo de polimeros usados para la derivatizacion puede determinarse basandose en
consideraciones que incluyen, pero no se limitan a, las propiedades o funciones particulares del anticuerpo que va a
mejorarse, si el derivado de anticuerpo se usara en una terapia bajo condiciones definidas, etc.

En otra realizacién se proporcionan conjugados de un anticuerpo y resto no proteinaceo que pueden calentarse

selectivamente por exposicion a radiacion. En una realizacion, el resto no proteinaceo es un nanotubo de carbono
Kam et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102: 11600-11605 (2005)). La radiacion puede ser de cualquier longitud de
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onda, e incluye, pero no se limita a, longitudes de onda que no perjudican a células normales, pero que calientan el
resto no proteinaceo a una temperatura a la que se destruyen las células proximas al anticuerpo-resto no proteinaceo.

B. Métodos recombinantes y composiciones

Pueden producirse anticuerpos usando métodos recombinantes y composiciones, por ejemplo, como se describe en
la patente de EE.UU. N° 4.816.567. En una realizacion se proporciona acido nucleico aislado que codifica un
anticuerpo anti-FCRH5 descrito en el presente documento. Tal acido nucleico puede codificar una secuencia de
aminoacidos que comprende VL y/o una secuencia de aminoacidos que comprende VH del anticuerpo (por ejemplo,
las cadenas ligeras y/o pesadas del anticuerpo). En otra realizacién se proporcionan uno o mas vectores (por ejemplo,
vectores de expresion) que comprenden tal acido nucleico. En otra realizacion se proporciona una célula hospedadora
que comprende tal acido nucleico. En una realizacion tal, una célula hospedadora comprende (por ejemplo, ha sido
transformado con): (1) un vector que comprende un &cido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que
comprende VL del anticuerpo y una secuencia de aminoacidos que comprende VH del anticuerpo, o (2) un primer
vector que comprende un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende VL del anticuerpo
y un segundo vector que comprende un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende
VH del anticuerpo. En una realizacion, la célula hospedadora es eucariota, por ejemplo una célula de ovario de hamster
chino (CHO) o célula linfoide (por ejemplo, célula YO, NSO, Sp20). En una realizacién se proporciona un método de
preparacion de anticuerpo anti-FCRH5, en el que el método comprende cultivar una célula hospedadora que
comprende un acido nucleico que codifica el anticuerpo, como se ha proporcionado anteriormente, en condiciones
adecuadas para la expresion del anticuerpo, y opcionalmente recuperar el anticuerpo de la célula hospedadora (o
medio de cultivo de células hospedadoras).

Para la produccion recombinante de un anticuerpo anti-FcRHS5, el acido nucleico que codifica un anticuerpo, por
ejemplo, como se ha descrito anteriormente, se aisla y se inserta en uno o mas vectores para la clonacién y/o expresion
adicional en una célula hospedadora. Tal acido nucleico puede aislarse y secuenciarse facilmente usando
procedimientos convencionales (por ejemplo, usando sondas de oligonucledtidos que son capaces de unirse
especificamente a genes que codifican las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo).

Células hospedadoras adecuadas para la clonacién o expresién de vectores que codifican anticuerpos incluyen células
procariotas o eucariotas descritas en el presente documento. Por ejemplo, pueden producirse anticuerpos en
bacterias, en particular cuando no se necesitan glucosilacion y funcion efectora de Fc. Para la expresién de fragmentos
de anticuerpos y polipéptidos en bacterias véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N.° 5.648.237, 5.789.199 y
5.840.523 (véase también Charlton, Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa,
NJ, 2003), pp. 245-254, que describe la expresion de fragmentos de anticuerpos en E. coli). Después de la expresion,
el anticuerpo puede aislarse de la pasta de células bacterianas en una fraccién soluble y puede purificarse
adicionalmente. Ademas de procariotas, microbios eucariotas tales como hongos filamentosos o levadura son
hospedadores de clonacion o expresion adecuados para vectores que codifican anticuerpos, que incluyen hongos y
cepas de levadura cuyas vias de glucosilaciéon han sido "humanizadas", produciendo la produccion de un anticuerpo
con un patron de glucosilacion parcialmente o completamente humano. Véanse Gerngross, Nat. Biotech. 22:1409-
1414 (2004), y Li et al., Nat. Biotech. 24:210-215 (2006).

Células hospedadoras adecuadas para la expresion de anticuerpo glucosilado también se derivan de organismos
multicelulares (invertebrados y vertebrados). Ejemplos de células de invertebrados incluyen células de planta y de
insecto. Se han identificado numerosas cepas de baculovirus que pueden usarse conjuntamente con las células de
insecto, particularmente para la transfeccién de células de Spodoptera frugiperda. También puede utilizarse cultivos
de células de planta como hospedadores. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N° 5.959.177, 6.040.498,
6.420.548, 7.125.978 y 6.417.429 (que describe la tecnologia PLANTIBODIES™ para producir anticuerpos en plantas
transgénicas).

También pueden usarse células de vertebrados como hospedadores. Por ejemplo, pueden ser Utiles lineas celulares
de mamifero que estan adaptadas para crecer en suspensién. Otros ejemplos de lineas de células hospedadoras de
mamifero Utiles son la linea CV1 de rifion de mono transformada por SV40 (COS-7); linea de rifidn embrionario humano
(293 o células 293 como se describen, por ejemplo, en Graham et al, J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de rifién de
hamster bebé (BHK); células de Sertoli de raton (células TM4 como se describen, por ejemplo, en Mather, Biol. Reprod.
23:243-251 (1980)); células de rifidn de mono (CV1); células de rifidn de mono verde africano (VERO-76); células de
carcinoma de cuello uterino humano (HELA); células de rifidn canino (MDCK; células de higado de rata Buffalo (BRL
3A); células de pulmdn humano (W138); células de higado humano (Hep G2); tumor mamario de ratén (MMT 060562);
células TRI, como se describen, por ejemplo, en Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68 (1982); células MRC
5; y células FS4. Otras lineas de células hospedadoras de mamifero Utiles incluyen células de ovario de hamster chino
(CHO), que incluyen células CHO DHFR- (Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)); y lineas de células
de mieloma tales como Y0, NSO y Sp2/0. Para una revision de ciertas lineas de células hospedadoras de mamifero
adecuadas para la produccion de anticuerpos véase, por ejemplo, Yazaki y Wu, Methods in Molecular Biology, Vol.
248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ), pp. 255-268 (2003).

C. Ensayos
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Los anticuerpos anti-FCRH5 proporcionados en el presente documento pueden identificarse, cribarse o caracterizarse
para sus propiedades fisicas/quimicas y/o actividades bioldgicas por diversos ensayos conocidos en la técnica.

En un aspecto, un anticuerpo proporcionado en el presente documento puede probarse para su actividad de union al
antigeno, por ejemplo, por métodos conocidos tales como ELISA, BIACore®, FACS o transferencia Western.

En otro aspecto, pueden usarse ensayos de competicion para identificar un anticuerpo que compite con cualquiera de
los anticuerpos descritos en el presente documento para unirse a FCRH5. En ciertas realizaciones, un anticuerpo de
competicién tal se une al mismo epitopo (por ejemplo, un epitopo lineal o uno conformacional) que es unido por un
anticuerpo descrito en el presente documento. Métodos detallados a modo de ejemplo para el mapeo de un epitopo
con el que se une un anticuerpo se proporcionan en Morris (1996) "Epitope Mapping Protocols", en Methods in
Molecular Biology vol. 66 (Humana Press, Totowa, NJ).

En un ensayo de competicion a modo de ejemplo, FCRH5 inmovilizada se incuba en una solucién que comprende un
primer anticuerpo marcado que se une a FcR5 (por ejemplo, cualquiera de los anticuerpos descritos en el presente
documento) y un segundo anticuerpo sin marcar que esta siendo probado para su capacidad para competir con el
primer anticuerpo para unirse a FCRH5. El segundo anticuerpo puede estar presente en un sobrenadante de hibridoma.
Como control, FcRH5 inmovilizada se incuba en una soluciéon que comprende el primer anticuerpo marcado, pero no
el segundo anticuerpo sin marcar. Después de la incubaciéon en condiciones permisivas para la union del primer
anticuerpo a FcRH5, el exceso de anticuerpo sin unir se elimina, y se mide la cantidad de marca asociada a FcRH5
inmovilizada. Si la cantidad de marca asociada a FcRH5 inmovilizada es sustancialmente reducida en la muestra de
prueba con respecto a la muestra de control, entonces eso indica que el segundo anticuerpo esta compitiendo con el
primer anticuerpo para unirse a FCRH5. Véase Harlow y Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual ch.14 (Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY). Para otro ensayo de competicién a modo de ejemplo véase el
Ejemplo 4. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FCRH5 se une a una region especifica de isoforma c del
dominio extracelular de FcRR5c. En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-FCRH5 se unen al dominio 9 de tipo
Ig de FcRH5c.

D. Inmunoconjugados

En el presente documento también se proporcionan inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo anti-FCRH5
en el presente documento conjugado con uno 0 mas agentes citotdxicos, tales como agentes quimioterapéuticos o
farmacos, agentes inhibidores del crecimiento, toxinas (por ejemplo, toxinas de proteina, toxinas enzimaticamente
activas de origen bacteriano, flngico, de planta o animal, o fragmentos de las mismas), o is6topos radiactivos (es
decir, un radioconjugado). En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FCRH5 se une a una regién especifica de
isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5c. En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-FcCRH5 se unen al
dominio 9 de tipo Ig de FcRH5c.

Los inmunoconjugados permiten la administracion elegida como diana de un resto de farmaco a un tumor, y, en
algunas realizaciones la acumulacion intracelular en su interior, donde la administracién sistémica de farmacos no
conjugados puede producir niveles inaceptables de toxicidad a las células normales (Polakis P. (2005) Current Opinion
in Pharmacology 5:382-387).

Los conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) son moléculas quimioterapéuticas dirigidas que combinan propiedades
de tanto los anticuerpos como los farmacos citotdxicos dirigiendo potentes farmacos citotdxicos a células tumorales
que expresan el antigeno (Teicher, B.A, (2009) Current Cancer Drug Targets 9:982-1004), potenciando asi el indice
terapéutico maximizando la eficacia y minimizando la toxicidad inespecifica (Carter, PJ. y Senter P.D. (2008) The
Cancer Jour. 14(3):154-169; Chari, R.V. (2008) Acc. Chem. Res. 41:98-107.

Los compuestos ADC proporcionados en el presente documento incluyen aquellos con actividad antineoplasica. En
algunas realizaciones, los compuestos ADC incluyen un anticuerpo conjugado, es decir, unido covalentemente, al
resto de farmaco. En algunas realizaciones, el anticuerpo se une covalentemente al resto de farmaco mediante un
conector. Los conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) proporcionados en el presente documento administran
selectivamente una dosis eficaz de un farmaco a tejido tumoral por lo que puede lograrse mayor selectividad, es decir,
una dosis eficaz mas baja, mientras que se aumenta el indice terapéutico ("ventana terapéutica").

El resto de farmaco (D) de los conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) puede incluir cualquier compuesto, resto o
grupo que tenga un efecto citotdxico o citostatico. Los restos de farmaco pueden conferir sus efectos citotdxicos y
citostaticos por mecanismos que incluyen, pero no se limitan a, unién a tubulina, unién a ADN o intercalacion, e
inhibicion de ARN polimerasa, sintesis de proteinas y/o topoisomerasa. Restos de farmaco a modo de ejemplo
incluyen, pero no se limitan a, un maitansinoide, dolastatina, auristatina, caliqueamicina, pirrolobenzodiazepina (PBD),
nemorubicina y sus derivados, PNU-159682, antraciclina, duocarmicina, alcaloide de la vinca, taxano, tricoteceno,
CC1065, camptotecina, elinafida, y estereoisémeros, isdsteros, analogos, y derivados de los mismos que tienen
actividad citotdxica. Ejemplos no limitantes de tales inmunoconjugados se tratan en mas detalle mas adelante.
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1. Conjugados de anticuerpo-farmaco a modo de ejemplo

Una realizacién a modo de ejemplo de un compuesto de conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) comprende un
anticuerpo (Ab) que se dirige a una célula tumoral, un resto de farmaco (D) y un resto de conector (L) que une Ab a
D. En algunas realizaciones, el anticuerpo estd unido al resto de conector (L) mediante uno o mas restos de
aminoacidos, tales como lisina y/o cisteina,

Un ADC a modo de ejemplo tiene la formula I:
Ab-(L-D)p |

donde p es 1 a aproximadamente 20. En algunas realizaciones, el nimero de restos de farmaco que puede conjugarse
con un anticuerpo esté limitado por el numero de restos de cisteina libres. En algunas realizaciones, se introducen
restos de cisteina libres en la secuencia de aminoacidos del anticuerpo por los métodos descritos en el presente
documento. ADC a modo de ejemplo de formula | incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos que tienen 1, 2, 3 0 4
aminoacidos de cisteina manipulados (Lyon, R. et al. (2012) Methods in Enzym, 502:123-138). En algunas
realizaciones, uno 0 mas restos de cisteina libres ya estan presentes en un anticuerpo, sin el uso de ingenieria, en
cuyo caso los restos de cisteina libres existentes pueden usarse para conjugar el anticuerpo con un farmaco. En
algunas realizaciones, un anticuerpo se expone a condiciones reductoras antes de la conjugacion del anticuerpo con
el fin de generar uno o mas restos de cisteina libres. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FcCRH5 se une a una
regiéon especifica de isoforma c del dominio extracelular de FcRH5¢. En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-
FcRHS5 se unen al dominio 9 de tipo Ig de FcRH5¢.

a) Conectores a modo de ejemplo

Un "conector" (L) es un resto bifuncional o multifuncional que puede usarse para unir uno o mas restos de farmaco (D)
a un anticuerpo (Ab) para formar un conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) de férmula I. En algunas realizaciones,
los conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) pueden prepararse usando un conector que tiene funcionalidades
reactivas para la unién covalente al farmaco y al anticuerpo. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un tiol de cisteina
de un anticuerpo (Ab) puede formar un enlace con un grupo funcional reactivo de un conector o un producto intermedio
de farmaco-conector para preparar un ADC.

En un aspecto, un conector tiene una funcionalidad que es capaz de reaccionar con una cisteina libre presente en un
anticuerpo para formar un enlace covalente. Tales funcionalidades reactivas a modo de ejemplo no limitante incluyen
maleimida, haloacetamidas, a-haloacetilo, ésteres activados tales como ésteres de succinimida, ésteres 4-
nitrofenilicos, ésteres pentafluorofenilicos, ésteres tetrafluorofenilicos, anhidridos, cloruros de acido, cloruros de
sulfonilo, isocianatos e isotiocianatos. Véase, por ejemplo, el método de conjugacion en la pagina 766 de Klussman,
et al. (2004), Bioconjugate Chemistry 15(4):765-773, y los ejemplos en el presente documento.

En algunas realizaciones, un conector tiene una funcionalidad que es capaz de reaccionar con un grupo electréfilo
presente en un anticuerpo. Tales grupos electréfilos a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, grupos carbonilo
de aldehido y cetona. En algunas realizaciones, un heteroatomo de la funcionalidad reactiva del conector puede
reaccionar con un grupo electréfilo en un anticuerpo y formar un enlace covalente con una unidad de anticuerpo. Tales
funcionalidades reactivas a modo de ejemplo no limitante incluyen, pero no se limitan a, hidrazida, oxima, amino,
hidracina, tiosemicarbazona, carboxilato de hidracina y arilhidrazida.

Un conector puede comprender uno o mas componentes de conector. Componentes de conector a modo de ejemplo
incluyen 6-maleimidocaproilo ("MC"), maleimidopropanoilo ("MP"), valina-citrulina ("val-cit" o "vc"), alanina-fenilalanina
("ala-phe"), p-aminobenciloxicarbonilo (un "PAB"), 4-(2-piridiltio)pentanoato de N-succinimidilo ("SPP") y ciclohexano-
1-carboxilato de 4-(N-maleimidometilo) ("MCC"). Se conocen en la técnica diversos componentes de conector, algunos
de los cuales se describen a continuacion.

Un conector puede ser un "conector escindible", que facilita la liberacién de un farmaco. Conectores escindibles a
modo de ejemplo no limitante incluyen conectores labiles en acido (por ejemplo, que comprenden hidrazona),
conectores sensibles a proteasas (por ejemplo, sensibles a peptidasa), conectores fotolabiles o conectores que
contienen disulfuro (Chari et al., Cancer Research 52:127-131 (1992); documento US 5208020).

En ciertas realizaciones, un conector tiene la siguiente férmula Il

-Aa-Ww-Yy- |
en la que A es una "unidad extensora", y a es un numero entero de 0 a 1; W es una "unidad de aminoacido", y w es
un numero entero de 0 a 12; Y es una "unidad de espaciador”, ey es 0, 1 0 2. Un ADC que comprende el conector de

férmula 1l tiene la formula 1(A): Ab-(Aa-Ww-Yy-D)p, en la que Ab, D y p se definen como antes para la formula I.
Realizaciones a modo de ejemplo de tales conectores se describen en la patente de EE.UU. N.° 7.498.298.
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En algunas realizaciones, un componente de conector comprende una "unidad extensora" (A) que une un anticuerpo
con otro componente de conector o con un resto de farmaco. Unidades extensoras a modo de ejemplo no limitante se
muestran a continuacién (en las que la linea ondulada indica sitios de unién covalente a un anticuerpo, farmaco, o
componentes de conector adicionales):

O MC

O MP
O
I o,
E‘EiN/\/K,},/\/O\/\O/\"/
H e
O mPEG

f\)LN,M/\[(l}E |

En algunas realizaciones, un componente de conector comprende una "unidad de aminoacido" (W). En algunas
realizaciones tales, la unidad de aminoacido permite la escisidon del conector por una proteasa, facilitando asi la
liberacion del farmaco del inmunoconjugado tras la exposicion a proteasas intracelulares, tales como enzimas
lisosémicas (Doronina et al., (2003) Nat. Biotechnol. 21:778-784). Unidades de aminoacidos a modo de ejemplo
incluyen, pero no se limitan a, dipéptidos, tripéptidos, tetrapéptidos y pentapéptidos. Dipéptidos a modo de ejemplo
incluyen, pero no se limitan a, valina-citrulina (vc o val-cit), alanina-fenilalanina (af o ala-phe); fenilalanina-lisina (fk o
phe-lys); fenilalanina-homolisina (phe-homolys); y N-metil-valina-citrulina (Me-val-cit). Tripéptidos a modo de ejemplo
incluyen, pero no se limitan a, glicina-valina-citrulina (gly-val-cit) y glicina-glicina-glicina (gly-gly-gly). Una unidad de
aminoacido puede comprender restos de aminoacidos que se producen naturalmente y/o aminoacidos secundarios
y/o analogos de aminoacidos que no existen de forma natural, tales como citrulina. Las unidades de aminoacido
pueden disefiarse y optimizarse para escision enzimatica por una enzima particular, por ejemplo, una proteasa
asociada a tumor, catepsina B, C y D, o una plasmina proteasa.

Normalmente, pueden prepararse conectores de tipo péptido formando un enlace peptidico entre dos o mas
aminoacidos y/o fragmentos de péptido. Tales enlaces peptidicos pueden prepararse, por ejemplo, segun un método
de sintesis en fase liquida (por ejemplo, E. Schroder y K. Libke (1965) "The Peptides", volumen 1, pp 76-136,
Academic Press).

En algunas realizaciones, un componente de conector comprende una "unidad de espaciador" (Y) que une el
anticuerpo con un resto de farmaco, ya sea directamente o mediante una unidad extensora y/o una unidad de
aminoacido. Una unidad de espaciador puede ser "auto-inmolativa" o una "no auto-inmolativa". Una unidad de
espaciador "no auto-inmolativa" es una en la que parte o toda la unidad de espaciador sigue unida al resto de farmaco
tras la escision del ADC. Ejemplos de unidades de espaciador no auto-inmolativas incluyen, pero no se limitan a, una
unidad de espaciador de glicina y una unidad de espaciador de glicina-glicina. En algunas realizaciones, la escision
enzimatica de un ADC que contiene una unidad de espaciador de glicina-glicina por una proteasa asociada a célula
tumoral produce la liberacién de una glicina-glicina-resto de farmaco del resto de ADC. En algunas realizaciones tales,
la glicina-glicina-resto de farmaco se somete a una etapa de hidrdlisis en la célula tumoral, escindiendo asi la unidad
de espaciador de glicina-glicina del resto de farmaco.

Una unidad de espaciador "auto-inmolativa" permite la liberacion del resto de farmaco. En ciertas realizaciones, una
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unidad de espaciador de un conector comprende una unidad de p-aminobencilo. En algunas realizaciones tales, un
alcohol p-aminobencilico estd unido a una unidad de aminoacido mediante un enlace amida, y se produce un
carbamato, metilcarbamato o carbonato entre el alcohol bencilico y el farmaco (Hamann et al. (2005) Expert Opin,
Ther. Patents (2005) 15:1087-1103). En algunas realizaciones, la unidad de espaciador comprende p-
aminobenciloxicarbonilo (PAB). En algunas realizaciones, un ADC que comprende un conector auto-inmolativo tiene
la estructura:

Qn
=
Ab Aa—WW—NH@—\
0-C-X-D

© p

en la que Q es —alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -halégeno, -nitro, o -ciano: m es un numero entero que oscilade 0 a
4; X puede ser una o mas unidades de espaciador adicionales o puede estar ausente; y p oscila de 1 a
aproximadamente 20. En algunas realizaciones, p oscilade 1a 10,1a7, 1 a5, o 1 a 4. Unidades de espaciador X a
modo de ejemplo no limitante incluyen:

A > - L {
/ AN N s NP /O o
et R
\ ¢ | \{
\ / !
\ / y Ry ]

en la que R1 y Rz estan seleccionados independientemente de H y alquilo C1-Cs. En algunas realizaciones, R1 y R2
son cada uno -CHs.

Otros ejemplos de espaciadores auto-inmolativos incluyen, pero no se limitan a, compuestos aromaticos que son
electronicamente similares al grupo PAB, tal como derivados de 2-aminoimidazol-5-metanol (patente de EE.UU. N.°
7.375.078; Hay et al. (1999) Bioorg. Med. Chem. Lett. 9:2237) y orto- o para-aminobencilacetales. En algunas
realizaciones, pueden usarse espaciadores que experimentan ciclacion tras la hidrélisis del enlace amida, tales como
amidas de acido 4-aminobutirico sustituidas y sin sustituir (Rodrigues et al. (1995) Chemistry Biology 2:223), sistemas
de anillos biciclo[2.2.1] y biciclo[2.2.2] apropiadamente sustituidos (Storm et al. (1972) J. Amer. Chem, Soc. 94:5815)
y amidas de acido 2-aminofenilpropiénico (Amsberry, et al. (1990) J. Org. Chem, 55:5867). El enlace de un farmaco al
carbono a de un resto de glicina es otro ejemplo de un espaciador auto-inmolativo que puede ser util en ADC
(Kingsbury et al. (1984) J, Med. Chem, 27:1447).

En algunas realizaciones, el conector L puede ser un conector de tipo dendritico para la unién covalente de méas de
un resto de farmaco a un anticuerpo mediante un resto de conector multifuncional de ramificacion (Sun et al. (2002)
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 12:2213-2215; Sun et al. (2003) Bioorganic & Medicinal Chemistry 11:1761-
1768). Los conectores dendriticos pueden aumentar la relacion molar de farmaco con respecto a anticuerpo, es decir,
la carga, que esta relacionada con la potencia del ADC. Asi, donde un anticuerpo lleva solo un grupo tiol de cisteina
reactivo, una multitud de restos de farmaco puede unirse mediante un conector dendritico.

Conectores a modo de ejemplo no limitante se muestran a continuacién en el contexto de un ADC de férmula I:

H (o]
Ab N D
Aa—N \5)ka

val-cit
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en las que R1y Rz estan seleccionados independientemente de H y alquilo C1-Ce. En algunas realizaciones, R1y Rz

H,
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H H
~ AN 0 N N
Ab S N N N
H H
o)
0

N
o)
i\Ejo

0.0
p

D Phe-homoLys-PAB-Ab;
Phe-homoLys-PAB-Ab; en la que n es 0 a 12. En algunas realizaciones, n es 2 a 10. En algunas realizaciones, n es 4
15 a8.

ADC a modo de ejemplo no limitante adicionales incluyen las estructuras:
0O
i
Ab —X—C—D Ab
S
O p

s—CHZC—Y—H—D
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0
1
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“ ol Do 2o
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donde X es:
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0]
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’ R
Y es:

R = R
—'{"g o —N—(CHy\-

cada R es independientemente H o alquilo C1+-Cs; ynes 1 a 12.

En algunas realizaciones, un conector esta sustituido con grupos que modulan la solubilidad y/o reactividad. Como
ejemplo no limitante, un sustituyente cargado, tal como sulfonato (-SO3) o amonio, puede aumentar la solubilidad en
agua del conector reactivo y facilitar la reaccion de acoplamiento del conector reactivo con el anticuerpo y/o el resto
de farmaco, o facilitar la reaccién de acoplamiento de Ab-L (producto intermedio de anticuerpo-conector) con D, o D-
L (producto intermedio de farmaco-conector) con Ab, dependiendo de la ruta de sintesis empleada para preparar el
ADC. En algunas realizaciones, una porcion del conector se acopla al anticuerpo y una porcién del conector se acopla
al farmaco, y entonces Ab-(porcion de conector)® se acopla a farmaco-(porcion de conector)® para formar el ADC de
férmula L

Los compuestos proporcionados en el presente documento contemplan expresamente, pero no se limitan a, ADC
preparado con los siguientes reactivos de conector: bis-maleimido-trioxietilenglicol (BMPEQ), éster de N-(B-
maleimidopropiloxi)-N-hidroxisuccinimida (BMPS), éster de N-(e-maleimidocaproiloxi)succinimida (EMCS), éster de N-
[y-maleimidobutiriloxi]succinimida (GMBS), 1,6-hexano-bis-vinilsulfona (HBVS), 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-
carboxi-(6-amidocaproato) de succinimidilo (LC-SMCC), éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS),
hidrazida de acido 4-(4-N-Maleimidofenil)butirico (MPBH), 3-(bromoacetamido)propionato de succinimidilo (SBAP),
yodoacetato de succinimidilo (SIA), (4-yodoacetil)aminobenzoato de succinimidilo (SIAB), 3-(2-piridilditio)propionato
de N-succinimidilo (SPDP), 4-(2-piridiltio)pentanoato de N-succinimidilo (SPP), 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-
carboxilato de succinimidilo (SMCC), 4-(p-maleimidofenil)butirato de succinimidilo (SMPB), 6-[(beta-
maleimidopropionamido)hexanoato] de succinimidilo (SMPH), iminotiolano (IT), sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-
KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC vy sulfo-SMPB, y succinimidil-(4-vinilsulfona)benzoato de (SVSB), y que
incluye reactivos de bis-maleimida: ditiobismaleimidoetano (DTME), 1,4-bismaleimidobutano (BMB), 1,4-bismaleimidil-
2,3-dihidroxibutano (BMDB), bismaleimidohexano (BMH), bismaleimidoetano (BMOE), BM(PEG)2 (mostrado abajo) y
BM(PEG)s (mostrado abajo); derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como HCI de adipimidato de dimetilo),
ésteres activos (tales como suberato de disuccinimidilo), aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos de bis-
azido (tales como bis(p-azidobenzoil)hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-
etilendiamina), diisocianatos (tales como tolueno-2,6-diisocianato) y compuestos de bis-flior activo (tales como 1,5-
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difluoro-2,4-dinitrobenceno). En algunas realizaciones, los reactivos de bis-maleimida permiten la unién del grupo tiol
de una cisteina en el anticuerpo a un resto de farmaco que contiene tiol, conector, o producto intermedio de conector-
farmaco. Otros grupos funcionales que son reactivos con grupos tiol incluyen, pero no se limitan a, yodoacetamida,
bromoacetamida, vinilpiridina, disulfuro, piridildisulfuro, isocianato e isotiocianato.

@)
0 \ (o} o]
A0~~~ N A0~ O
N @) N 0 N
\ o) \ /
O (@] 0]

BM(PEG), BM(PEG),

Pueden obtenerse ciertos reactivos de conector utiles a partir de diversos fuentes comerciales, tales como Pierce
Biotechnology, Inc. (Rockford, IL), Molecular Biosciences Inc.(Boulder, CO), o sintetizarse segun procedimientos
descritos en la materia; por ejemplo, en Toki et al. (2002) J. Org. Chem. 67:1866-1872; Dubowchik, et al. (1997)
Tetrahedron Letters, 38:5257-60; Walker, M.A. (1995) J. Org. Chem. 60:5352-5355; Frisch et al. (1996) Bioconjugate
Chem. 7:180-186; documentos US 6214345; WO 02/088172; US 2003130189; US2003096743; WO 03/026577; WO
03/043583; y WO 04/032828.

El acido 1-isotiocianatobencil-3-metildietbilentriaminapentaacético marcado con carbono-14 (MX-DTPA) es un agente
quelante a modo de ejemplo para la conjugacién de radionucleétido con el anticuerpo. Véase, por ejemplo, el
documento W0O94/11026.

b) Restos de farmaco
(1) Maitansina y maitansinoides

En algunas realizaciones, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo conjugado con una o mas moléculas de
maitansinoide. Los maitansinoides son derivados de maitansina y son inhibidores mitéticos que actuan inhibiendo la
polimerizacién de tubulina. La maitansina se aislé por primera vez del arbusto del Africa oriental Maytenus serrata
(patente de EE.UU. N.° 3896111). Posteriormente se descubri6 que ciertos microbios también producen
maitansinoides, tales como maitansinol y ésteres de maitansinol C-3 (patente de EE.UU. N.° 4.151.042). Se desvelan
maitansinoides sintéticos, por ejemplo, en las patentes de EE.UU. N.° 4.137.230; 4.248.870; 4.256.746; 4.260.608;
4.265.814; 4.294.757; 4.307.016; 4.308.268; 4.308.269; 4.309.428; 4,313.946; 4.315,929; 4.317.821; 4,322.348;
4.331.598; 4.361.650; 4.364.866; 4.424.219; 4.450.254; 4.362.663; y 4.371.533.

Los restos de farmacos de maitansinoide son restos de farmaco atractivos en conjugados de anticuerpo-farmaco
debido a que son: (i) relativamente accesibles para preparar por fermentacion o modificacién quimica o derivatizacion
de productos de fermentacion, (ii) susceptibles a derivatizacion con grupos funcionales adecuados para conjugacion
mediante conectores no de disulfuro a anticuerpos, (iii) estables en plasma, y (iv) eficaces contra varias lineas celulares
tumorales.

Ciertos maitansinoides adecuados para su uso como restos de farmacos de maitansinoide son conocidos en la técnica
y pueden aislarse de fuentes naturales segun métodos conocidos o producirse usando técnicas de ingenieria genética
(véase, por ejemplo, Yu et al. (2002) PNAS 99:7968-7973). Los maitansinoides también pueden prepararse
sintéticamente segun métodos conocidos.

Restos de farmacos de maitansinoide incluyen, pero no se limitan a, aquellos que tienen un anillo aromatico
modificado, tales como: C-19-descloro (patente de EE.UU. N.° 4256746) (preparado, por ejemplo, por reduccion con
hidruro de litio y aluminio de ansamitocina P2); C-20-hidroxi (o C-20-demetilo) +/-C-19-descloro (patentes de EE.UU.
N.° 4361650 y 4307016) (preparado por desmetilacion usando Streptomyces o Actinomyces o descloracion usando
LAH); y C-20-demetoxi, C-20-aciloxi (-OCOR), +/-descloro (patente de EE.UU. N.° 4.294.757) (preparados por
acilaciéon usando cloruros de acilo) y aquellos que tienen modificaciones en otras posiciones del anillo aromatico.

Restos de farmacos de maitansinoide incluyen aquellos que tienen modificaciones tales como: C-9-SH (patente de
EE.UU. N.° 4424219) (preparado, por ejemplo, mediante la reaccion de maitansinol con H2S o P2Ss); C-14-
alcoximetil(desmetoxi/CH2 OR) (documento US 4331598); C-14-hidroximetilo o aciloximetilo (CH20H o CH20Ac)
(patente de EE.UU. N.° 4450254) (preparado, por ejemplo, a partir de Nocardia); C-15-hidroxi/aciloxi (documento US
4364866) (preparado, por ejemplo, por la conversién de maitansinol por Strepfomyces); C-15-metoxi (patentes de
EE.UU. N.° 4313946 y 4315929) (por ejemplo, aislado de Trewia nudiflora); C-18-N-desmetilo (patentes de EE.UU.
N.° 4362663 y 4322348) (preparado, por ejemplo, por la desmetilacién de maitansinol por Streptomyces); y 4,5-desoxi
(documento US 4371533) (preparado, por ejemplo, por la reduccion con tricloruro de titanio/LAH de maitansinol).

Muchas posiciones en los compuestos de maitansinoide son utiles como posicidon de enlace. Por ejemplo, puede
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formarse un enlace de éster mediante reaccion con un grupo hidroxilo usando técnicas de acoplamiento convencional.
En algunas realizaciones, la reaccion puede producirse en la posicion C-3 que tiene un grupo hidroxilo, la posicion C-
14 modificada con hidroximetilo, la posicion C-15 modificada con un grupo hidroxilo y la posiciéon C-20 que tiene un

grupo hidroxilo. En algunas realizaciones, el enlace se forma en la posicion C-3 de maitansinol o un analogo de
5 maitansinol.

Restos de farmaco de maitansinoide incluyen aquellos que tiene la estructura:

i (CRoy—S—3

10
donde la linea ondulada indica la unién covalente del atomo de azufre del resto de farmaco de maitansinoide a un
conector de un ADC. Cada R puede ser independientemente H o un alquilo C1-Cs. La cadena de alquileno que une el
grupo amida al atomo de azufre puede ser metanilo, etanilo o propilo, es decir, mes 1, 2 0 3 (documentos US 633410;
US 5208020; Chari et al. (1992) Cancer Res, 52:127-131; Liu et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci USA 93:8618-8623).
15

Todos los estereoisomeros del resto de farmaco de maitansinoide se contemplan para los ADC proporcionados en el

presente documento, es decir, cualquier combinacion de configuraciones Ry S en los carbonos quirales (documentos

US 7276497; US 6913748; US 6441163; US 633410 (RE39151); US 5208020; Widdison et al. (2006) J. Med. Chem.

49:4392-4408, que se incorporan por referencia en su totalidad). En una realizacién, el resto de farmaco de
20 maitansinoide tiene la siguiente estereoquimica:

(CRo)m—S—

Realizaciones a modo de ejemplo de restos de farmaco de maitansinoide incluyen, pero no se limitan a, DM1; DM3; y
25 DMA4, que tienen las estructuras:
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DM1

CH,CH,C—S— ¢

H

CH40 DM3

CHs
MG CHiCHC—S— S

CHgy

DM4
CH30

en las que la linea ondulada indica la unién covalente del atomo de azufre del farmaco con un conector (L) de un
conjugado de anticuerpo-farmaco.

10 Oftros conjugados de anticuerpo-farmaco de maitansinoide a modo de ejemplo tienen las siguientes estructuras y

abreviaturas (en las que Ab es anticuerpo y p es 1 a aproximadamente 20. En algunas realizaciones, pes 1a 10, pes
1a7,pes1ab,opes1ad)
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_ o) —
l?l——Ab
H
1P
Ab -SPP-DM1
O J—
l}l——Ab
H
—Ip
Ab-SMCC-DM1

Conjugados de anticuerpo-farmaco a modo de ejemplo donde DM1 esta unido mediante un conector de BMPEO a un
grupo tiol del anticuerpo tienen la estructura y abreviatura:

— O -
O
N/\/Of/\o)\, DS__ Ab
O " ©

HsC,  CH,CH,S

donde Ab es anticuerpo; nes 0, 1 0 2; y p es 1 a aproximadamente 20. En algunas realizaciones, pes 1a 10, p es 1
a7,pes1ab,opes1ad.

Los inmunoconjugados que contienen maitansinoides, métodos de preparacion de los mismos y su uso terapéutico se
desvelan, por ejemplo, en las patentes de EE.UU. N.° 5.208.020 y 5.416.064; US 2005/0276812 A1; y la patente
europea EP 0 425 235 B1. Véase también Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623 (1996); y Chari et al.,
Cancer Research 52:127-131 (1992).

En algunas realizaciones, pueden prepararse conjugados de anticuerpo-maitansinoide uniendo quimicamente un
anticuerpo a una molécula de maitansinoide sin reducir significativamente la actividad biolégica de cualquiera del
anticuerpo o la molécula de maitansinoide. Véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N.° 5.208.020. En algunas
realizaciones, ADC con un promedio de 3-4 moléculas de maitansinoide conjugadas por molécula de anticuerpo ha
mostrado eficacia en potenciar la citotoxicidad de células diana sin afectar negativamente la funcién o solubilidad del
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anticuerpo. En algunos casos, se espera que incluso una molécula de toxina/anticuerpo potencie la citotoxicidad con
respecto al uso del anticuerpo desnudo.

Grupos de enlace para la preparacién de conjugados de anticuerpo-maitansinoide incluyen, por ejemplo, aquellos
descritos en el presente documento y los desvelados en la patente de EE.UU. N.° 5208020; patente EP 0 425 235 B1;
Chari et al., Cancer Research 52:127-131 (1992); documentos US 2005/0276812 A1; y US 2005/016993 A1.

(2) Auristatinas y dolastatinas

Restos de farmaco incluyen dolastatinas, auristatinas, y andlogos y derivados de los mismos (documentos US
5635483; US 5780588; US 5767237; US 6124431). Las auristatinas son derivados del compuesto de molusco marino
dolastatina-10. Aunque no se pretende quedar ligado a teoria particular alguna, se ha mostrado que las dolastatinas
y auristatinas interfieren con la dinamica de microtubulos, hidrélisis de GTP y division nuclear y celular (Woyke et al.
(2001) Antimicrob. Agents and Chemother. 45(12):3580-3584) y tienen actividad antineoplasica (documento US
5663149) y antifungica (Pettit et al. (1998) Antimicrob. Agents Chemother. 42:2961-2965). El resto de farmaco de
dolastatina/auristatina puede unirse al anticuerpo mediante el extremo N (amino) o el extremo C (carboxilo) del resto
de farmaco peptidico (documento WO 02/088172; Doronina et al. (2003) Nature Biotechnology 21(7):77S-784;
Francisco et al. (2003) Blood 102(4):1458-1465).

Realizaciones de auristatina a modo de ejemplo incluyen los restos de farmaco de monometilauristatina unidos en el
extremo N De y Dr, desvelados en los documentos US 7498298 y US 7659241

en las que la linea ondulada de De y Dr indica el sitio de union covalente a un anticuerpo o componente de conector
de anticuerpo, e independientemente en cada localizacion:

R? esta seleccionado de H y alquilo C1-Cg;

RS esta seleccionado de H, alquilo C1-Cs, carbociclo C3-Cs, arilo, alquil C+-Ce-arilo, alquil C1-Cs-(carbociclo C3-Cs),
heterociclo Cs-Cs y alquil C1-Cs-(heterociclo C3-Cs);

R* esta seleccionado de H, alquilo C1-Cs, carbociclo Cs3-Cs, arilo, alquil C1-Cs-arilo, alquil C1-Cs-(carbociclo C3-Cs),
heterociclo Cs-Cs y alquil C1-Cs-(heterociclo C3-Cs);

R® esta seleccionado de H y metilo;

o R* y R% forman conjuntamente un anillo carbociclico y tienen la formula -(CR2RP),- en la que R? y R® estan
seleccionados independientemente de H, alquilo C1-Csy carbociclo C3-Cs y n esta seleccionado de 2, 3, 4, 5y 6;
R® esta seleccionado de H y alquilo C1-Cs;

R” esta seleccionado de H, alquilo C+-Cs, carbociclo Cs3-Cs, arilo, alquil C1-Cs-arilo, alquil C1-Cs-(carbociclo C3-Cs),
heterociclo Cs-Cs y alquil C1-Cs-(heterociclo C3-Cs);

cada R?® esta seleccionado independientemente de H, OH, alquilo C1-Cs, carbociclo C3-Cs y O-(alquilo C1-Cs);

R?® esta seleccionado de H y alquilo C1-Cg;

R0 esta seleccionado de arilo o heterociclo Cs-Cs;

Zes O, S, NH o NR" en la que R'? es alquilo C1-Cg;

R'" esta seleccionado de H, alquilo C1-C2o, arilo, heterociclos C3-Cs, -(R'*0)m-R'* 0 -(R"30)m-CH(R%)2;

m es un numero entero que oscila de 1-1000;

R'3 es alquilo C2-Cs;

R' es H o alquilo C1-Cs;

cada aparicion de R' es independientemente H, COOH, -(CH2)n-N(R®)2, -(CH2)n-SO3H o -(CH2),-SOsz-alquilo C1-
Cs;

cada aparicion de R'® es independientemente H, alquilo C1-Cs 0 -(CH2),-COOH;

R'8 esta seleccionado de -C(R®)2-C(R8)z-arilo, -C(R?)2-C(R®)2-(heterociclo C3-Cs) y -C(R®)2-C(R®)2-(carbociclo Cs-
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Cs) y
n es un numero entero que oscila de 0 a 6.

En una realizacion, R%, R* y R son independientemente isopropilo o sec-butilo y R% es —H o metilo. En una realizacion
a modo de ejemplo, R® y R* son cada uno isopropilo, R% es -H y R es sec-butilo.

En otra realizacion mas, R? y R® son cada uno metilo, y R® es -H.
En todavia otra realizacion, cada aparicion de R8 es -OCHs.

En algunas realizaciones, R® y R* son cada uno isopropilo, R? y R® son cada uno metilo, R® es -H, R” es sec-butilo,
cada aparicién de R8 es -OCHs, y R® es -H.

En una realizacién, Z es -O- o -NH-.

En una realizacion, R es arilo.

En una realizacion a modo de ejemplo, R es -fenilo.

En una realizacion a modo de ejemplo, si Z es -O-, R es —H, metilo o t-butilo.

En una realizacion, si Z es -NH, R"" es -CH(R'®)2 en la que R"® es -(CH2)a-N(R'®)2, y R'¢ es -alquilo C1-Cs 0 -(CH2)n-
COOH.

En otra realizacion, si Z es -NH, R'" es -CH(R"®)2 en la que R'® es -(CH2)r-SOs3H.

Una realizacion de auristatina a modo de ejemplo de formula De es MMAE, en la que la linea ondulada indica la union
covalente a un conector (L) de un conjugado de anticuerpo-farmaco:

y OH
N N
N
| O O O O

Una realizacién de auristatina a modo de ejemplo de formula Dr es MMAF, en la que la linea ondulada indica la union
covalente a un conector (L) de un conjugado de anticuerpo-farmaco:

0
a‘; N N
N., N N
o O
© Ol © ~ 7 07 “oH

Otras realizaciones a modo de ejemplo incluyen compuestos de monometilvalina que tienen modificaciones en carboxi
de fenilalanina en el extremo C del resto de farmaco auristatina pentapéptido (documento WO 2007/008848) y
compuestos de monometilvalina que tienen modificaciones en la cadena lateral de fenilalanina en el extremo C del
resto de farmaco auristatina pentapéptido (documento WO 2007/008603).

MMAE

MMAF

Realizaciones a modo de ejemplo no limitante de ADC de féormula | que comprende MMAE o MMAF vy diversos
componentes de conector tienen las siguientes estructuras y abreviaturas (en las que "Ab" es un anticuerpo; pes 1 a
aproximadamente 8, "Val-Cit" es un dipéptido valina-citrulina; y "S" es un atomo de azufre:

Ab+-S_ 0O IR H
o Q\o N Nﬁllxj MN )
N\/M it 0 (ON®) I\Q
go val-Cit—N ~ O O o

Ab-MC-vc-PAB-MMAF

Y
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UL O

Ab-MC-vc-PAB-MMAE

Ab-MC-MMAE

Ab-MC-MMAF

Realizaciones a modo de ejemplo no limitante de ADC de férmula | que comprenden MMAF y diversos componentes
de conector incluyen ademas Ab-MC-PAB-MMAF y Ab-PAB-MMAF. Se ha mostrado que inmunoconjugados que
comprenden MMAF unido a un anticuerpo por un conector que no es proteoliticamente escindido poseen actividad
comparable a inmunoconjugados que comprenden MMAF unido a un anticuerpo por un conector proteoliticamente
escindible (Doronina et al. (2006) Bioconjugate Chem. 17:114-124). En algunas realizaciones tales, se cree que la
liberacion de farmaco se efectua por la degradacion del anticuerpo en la célula.

Normalmente, los restos de farmaco basados en péptidos pueden prepararse formando un enlace peptidico entre dos
0 mas aminoacidos y/o fragmentos de péptido. Tales enlaces peptidicos pueden prepararse, por ejemplo, segun un
método de sintesis en fase liquida (véase, por ejemplo, E. Schréder y K. Liibke, "The Peptides", volumen 1, pag. 76-
136, 1965, Academic Press). En algunas realizaciones, pueden prepararse restos del farmaco de
auristatina/dolastatina segun los métodos de: documentos US 7498298; US 5635483; US 5780588; Pettit et al. (1989)
J. Am, Chem. Soc. 111:5463-5465; Pettit et al. (1998) Anti-Cancer Drug Design 13:243-277; Pettit, G.R., et al,,
Synthesis, 1996, 719-725; Pettit et al. (1996) J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 5:859-863; and Doronina (2003) Nat.
Biotechnol. 21(7):778-784.

En algunas realizaciones, pueden prepararse restos del farmaco de auristatina/dolastatina de formulas De tales como
MMAE, y Dr, tales como MMAF, y productos intermedios de farmaco-conector y derivados de los mismos, tal como
MC-MMAF, MC-MMAE, MC-vc-PAB-MMAF y MC-vc-PAB-MMAE, usando métodos descritos en el documento US
7498298; Doronina et al. (2006) Bioconjugate Chem. 17:114-124; y Doronina et al. (2003) Nat. Biotech. 21:778-784 y
luego se conjugan con un anticuerpo de interés.

(3) Caliqueamicina

En algunas realizaciones, el inmunoconjugado comprende un anticuerpo conjugado con una o mas moléculas de
caliqueamicina. La familia de caliqueamicina de antibioticos, y analogos de la misma, son capaces de producir roturas
de ADN bicatenario a concentraciones inferiores a picomolares (Hinman et al. (1993) Cancer Research 53:3336-3342;
Lode et al. (1998) Cancer Research 58:2925-2928). La caliqueamicina tiene sitios de accién intracelular pero, en
ciertos casos, no cruza facilmente la membrana plasmatica. Por tanto, la captacion celular de estos agentes a través
de internalizacion mediada por anticuerpo puede, en algunas realizaciones, potenciar enormemente sus efectos
citotoxicos. Métodos a modo de ejemplo no limitante de la preparacion de conjugados de anticuerpo-farmaco con un
resto de farmaco de caliqueamicina se describen, por ejemplo, en los documentos US 5712374; US 5714586; US
5739116; y US 5767285.

(4) Pirrolobenzodiazepinas

En algunas realizaciones, un ADC comprende una pirrolobenzodiazepina (PBD). En algunas realizaciones, los dimeros

48



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2812243 T3

de PDB reconocen y se unen a secuencias de ADN especificas. El producto natural antramicina, una PBD, fue
informado por primera vez en 1965 (Leimgruber, et al. (1965) J. Am. Chem. Soc., 87:5793-5795; Leimgruber, et al.
(1965) J. Am. Chem. Soc., 87:5791-5793). Ya desde entonces, se ha informado de varias PBD, tanto que existen de
forma natural como anélogos (Thurston, et al. (1994) Chem. Rev. 1994, 433-465) que incluyen dimeros del armazén
triciclico de PBD (documentos US 6884799; US 7049311; US 7067511; US 7265105; US 7511032; US 7528126; US
7557099). Sin pretender quedar ligado a teoria particular alguna, se cree que la estructura de dimero confiere la forma
tridimensional apropiada para la isohelicidad con el surco menor de ADN de la forma B, conduciendo a un encaje
perfecto en el sitio de unién (Kohn, en Antibiotics Ill, Springer-Verlag, New York, pp. 3-11 (1975); Hurley y Needham-
VanDevanter, (1986) Acc. Chem. Res., 19:230-237). Se ha mostrado que compuestos diméricos de PBD que llevan
sustituyentes de arilo C2 son utiles como agentes citotdxicos (Hartley et al. (2010) Cancer Res. 70(17):6849-6858;
Antonow (2010) J. Med. Chem, 53(7):2927-2941; Howard et al. (2009) Bioorganic and Med. Chem. Letters
19(22):6463-6466).

Se han conjugado dimeros de PBD con anticuerpos y se mostré que el ADC resultante tenia propiedades
antineoplasicas. Sitios de enlace a modo de ejemplo no limitante en el dimero de PBD incluyen el anillo de pirrolo de
cinco miembros, la conexidn entre las unidades de PBD y el grupo imina N10-C11 (documentos WO 2009/016516; US
2009/304710; US 2010/047257; US 2009/036431; US 2011/0256157; WO 2011/130598).

Componentes de dimeros de PBD a modo de ejemplo no limitante de ADC son de férmula A:

9 wnne
‘ Qr"
f;fr
6

y sales y solvatos de los mismos, en la que:

la linea ondulada indica el sitio de unién covalente al conector;
las lineas de puntos indican la presencia opcional de un doble enlace entre C1y C2 0 C2y C3;

R? esta seleccionado independientemente de H, OH, =0, =CHa, CN, R, OR, =CH-RP, =C(RP),, O-S02-R, CO2R
y COR, y opcionalmente adicionalmente seleccionado de halégeno o dihaldégeno, en los que RP esta
seleccionado independientemente de R, CO2R, COR, CHO, CO2H y halégeno;

R® y R® estan seleccionados independientemente de H, R, OH, OR, SH, SR, NHz, NHR, NRR', NO2, MesSn y
halégeno;

R’ esta seleccionado independientemente de H, R, OH, OR, SH, SR, NH2, NHR, NRR', NO2, Me3Sn y halégeno;
Q esta seleccionado independientemente de O, Sy VH;

R es o bien H, o bien R 0, donde Q es O, SO3M, donde M es un catién metalico;

Ry R' estan seleccionados cada uno independientemente de grupos alquilo C1.s, alquilo C1-12, heterociclilo Cs-
8, heterociclo Cs.20 y arilo Cs-20 opcionalmente sustituidos, y opcionalmente en relaciéon con el grupo NRR', Ry
R' junto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos forman un anillo heterociclico de 4, 5, 6 o 7 miembros
opcionalmente sustituido;

R™2, H'6, R' y R'7 son como se definen para R?, R8, R? y R7, respectivamente;

R" es un grupo alquileno Cs.12, cuya cadena puede interrumpirse por uno o mas heteroatomos, por ejemplo O,
S, N(H), NMe y/o anillos aromaticos, por ejemplo benceno o piridina, cuyos anillos estan opcionalmente
sustituidos; y

Xy X' estan seleccionados independientemente de O, S 'y N(H).

En algunas realizaciones, R y R' estan seleccionados cada uno independientemente de grupos alquilo Ci-12,
heterociclo Cs-20 y arilo Cs-20 opcionalmente sustituidos, y opcionalmente en relacion con el grupo NRR', Ry R' junto
con el atomo de nitrégeno al que estan unidos forman un anillo heterociclico de 4, 5, 6 o 7 miembros opcionalmente
sustituido.

En algunas realizaciones, R% y R"® son H.

En algunas realizaciones, R® y R'® son H.

En algunas realizaciones, R” y R'” son ambos OR"A, donde R es alquilo C14 opcionalmente sustituido. En algunas

realizaciones, R es Me. En algunas realizaciones, R’* es Ch2Ph, donde Ph es un grupo fenilo.
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En algunas realizaciones, X es O.

En algunas realizaciones, R'" es H.

En algunas realizaciones, hay un doble enlace entre C2 y C3 en cada unidad de mondémero.

En algunas realizaciones, R? y R'? estan seleccionados independientemente de H y R. En algunas realizaciones, R? y
R'? son independientemente R. En algunas realizaciones, R? y R'2 son independientemente arilo Cs-20 0 arilo Cs.7 0
arilo Cs-10 opcionalmente sustituidos. En algunas realizaciones, R? y R'2 son independientemente fenilo, tienilo, naftilo,
piridilo, quinolinilo o isoquinolinilo opcionalmente sustituidos. En algunas realizaciones, R? y R'? estan seleccionados
independientemente de =0, =CHz, =CH-RP y =C(RP)2. En algunas realizaciones, R? y R'2 cada uno =CH.. En algunas
realizaciones, R? y R'? son cada uno H. En algunas realizaciones, R? y R'2 son cada uno =O. En algunas realizaciones,
R? y R'? son cada uno =CF2. En algunas realizaciones, R? y/o R'? son independientemente =C(RP)2. En algunas
realizaciones, R? y/o R'2 son independientemente =CH-RP.

En algunas realizaciones, cuando R? y/o R'? es =CH-RP, cada grupo puede tener independientemente cualquier
configuracion mostrada a continuacion:

()] (1)
En algunas realizaciones, un =CH-RP esta en la configuracion (1).
En algunas realizaciones, R" es un grupo alquileno C3 o un grupo alquileno Cs.

En algunas realizaciones, un componente de dimero de PBD a modo de ejemplo de un ADC tiene la estructura de

férmula A(l):
N ] ] N o
' = \/{/\4:\/ H
O (6]

En algunas realizaciones, un componente de dimero de PBD a modo de ejemplo de un ADC tiene la estructura de
férmula A(ll):

A(D;

enlaquenes0o1.

A(ID);
enlaquenes0o1,

En algunas realizaciones, un componente de dimero de PBD a modo de ejemplo de un ADC tiene la estructura de
féormula A(IIN):
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0 A(TID);

en la que RE y RF" estan seleccionados cada uno independientemente de H o RP, en la que RP se define como antes;
yenlaquenes0o1.

En algunas realizaciones, n es 0. En algunas realizaciones, n es 1. En algunas realizaciones, RF y/o RF" es H. En
algunas realizaciones, RE y RE" son H. En algunas realizaciones, RE y/o RE" es RP, en los que RP es alquilo C1-12
opcionalmente sustituido. En algunas realizaciones, RE y/o RE" es RP, en los que RP es metilo.

En algunas realizaciones, un componente de dimero de PBD a modo de ejemplo de un ADC tiene la estructura de

formula A(IV):
NVl
\  OH
—=N o) o} N
N oM OMge N
AT © & NAr
o) 0

en la que Ar' y Ar? son cada uno independientemente arilo Cs.20 opcionalmente sustituido; en los que Ar' y Ar?
pueden ser iguales o diferentes; y
enlaquenes0o1.

A(V);

En algunas realizaciones, un componente de dimero de PBD a modo de ejemplo de un ADC tiene la estructura de
férmula A(V):

NN
\  OH
N
H
N
Ar2
0 A(V);

en la que Ar' y Ar? son cada uno independientemente arilo Cs.20 opcionalmente sustituido; en los que Ar' y Ar?
pueden ser iguales o diferentes; y
enlaquenes0o1.

En algunas realizaciones, Ar' y Ar? estan seleccionados cada uno independientemente de fenilo, furanilo, tiofenilo y
piridilo opcionalmente sustituido. En algunas realizaciones, Ar' y Ar? son cada uno independientemente fenilo
opcionalmente sustituido. En algunas realizaciones, Ar' y Ar? son cada uno independientemente tien-2-ilo o tien-3-ilo
opcionalmente sustituido. En algunas realizaciones, Ar' y Ar?2 son cada uno independientemente quinolinilo o
isoquinolinilo opcionalmente sustituido. El grupo quinolinilo o isoquinolinilo puede unirse al nucleo de PBD mediante
cualquier posicién de anillo disponible. Por ejemplo, el quinolinilo puede ser quinolin-2-ilo, quinolin-3-ilo, quinolin-4ilo,
quinolin-5-ilo, quinolin-6-ilo, quinolin-7-ilo y quinolin-8-ilo. En algunas realizaciones, el quinolinilo esta seleccionado de
quinolin-3-ilo y quinolin-6-ilo. El isoquinolinilo puede ser isoquinolin-1-ilo, isoquinolin-3-ilo, isoquinolin-4ilo, isoquinolin-
5-ilo, isoquiaoiin-6-ilo, isoquinolin-7-ilo e isoquinolin-8-ilo. En algunas realizaciones, el isoquinolinilo esta seleccionado
de isoquinolin-3-ilo e isoquinolin-6-ilo.

Componentes de dimero de PBD a modo de ejemplo no limitante adicionales de ADC son de férmula B:
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y sales y solvatos de los mismos, en la que:

la linea ondulada indica el sitio de unién covalente al conector;

la linea ondulada conectada al OH indica la configuraciéon S o R;

RY!" y RY2 estan seleccionados independientemente de H, metilo, etilo y fenilo (fenilo que puede estar
opcionalmente sustituido con flGor, particularmente en la posicion 4) y heterociclilo Cs; en la que RY' y RV2 pueden
ser iguales o diferentes; y

nes0o1.

En algunas realizaciones, RV! y RY2 estan seleccionados independientemente de H, fenilo y 4-fluorofenilo.
En algunas realizaciones, un conector puede unirse en uno de los diversos sitios del resto de farmaco de dimero de
PBD, que incluye la imina N10 del anillo B, la posicién endo/exo C-2 del anillo C, o la unién de conexién que une los

anillos A (véanse las estructuras C(l) y C(Il) a continuacién).

Componentes de dimero de PBD a modo de ejemplo no limitante de ADC incluyen las formulas C(l) y C(ll):

R4 R4
N N=
5 @ O\/‘fx/)\/o 10 H
n
R, N Z' Z N 2l Ry
R' R
R’ (@] 3 3 O R, o
R4 R4
N N
H, - O\/‘exa'\/o 10 H
B n
R L N Z' Z N 23 Ry
5 R'3 R3 O R2 C( )
11

Las férmulas C(l) y C(Il) se muestran en su forma de imina N10-C11. Restos de farmacos de PBD a modo de ejemplo
también incluyen las formas de carbinolamina y carbinolamina protegida también, como se muestra en la tabla a
continuacion;

H R
e \_oH (PR
\ e \< Ve
Imina Carbinolamina | Carbinolamina protegida

en las que:

XesCHz(n=1a5),NuO;

Z y Z' estan seleccionados independientemente de OR y NRz, donde R es una cadena de alquilo primario,
secundario o terciario que contiene 1 a 5 atomos de carbono;

R1, R'1, R2 y R"2 estan seleccionados cada uno independientemente de H, alquilo C1-Cs, alquenilo C2-Cs, alquinilo
C2-Cs, arilo Cs20 (incluyendo arilos sustituidos), grupos heteroarilo Cs.20, -NH2, -NHMe, -OH y -SH, donde, en
algunas realizaciones, las cadenas de alquilo, alquenilo y alquinilo comprenden hasta 5 atomos de carbono;

R3 y R's estan seleccionados independientemente de H, OR, NHR y NR2, donde R es una cadena de alquilo
primario, secundario o terciario que contiene 1 a 5 atomos de carbono;

R4y R's4 estan seleccionados independientemente de H, Me y OMe;

Rs esta seleccionado de alquilo C1-Cs, alquenilo C2-Cs, alquinilo C2-Cs, arilo Cs.2 (incluyendo arilos sustituidos con
halégeno, nitro, ciano, alcoxi, alquilo, heterociclilo) y grupos heteroarilo Cs.20, donde, en algunas realizaciones, las
cadenas de alquilo, alquenilo y alquinilo comprenden hasta 5 atomos de carbono;

R11 es H, alquilo C1-Cs, o un grupo protector (tal como acetilo, trifluoroacetilo, t-butoxicarbonilo (BOC),
benciloxicarbonilo (CBZ), 9-fluorenilmetilenoxicarbonilo (Fmoc), o un resto que comprende una unidad auto-
inmolativa tal como valina-citrulina-PAB);

R;2 es H, alquilo C1-Csg, 0 un grupo protector;

en las que un hidrégeno de uno de R1, R'1, Rz, R2 0 R12 0 un hidrégeno de -OCH2CH2(X)aCH2CH20-espaciador
entre los anillos A se sustituye por un enlace conectado al conector de ADC.

Porciones de dimero de PDB a modo de ejemplo de ADC incluyen, pero no se limitan a (la linea ondulada indica el
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sitio de unién covalente al conector):

0 0 dimero de PBD;

5 Realizaciones a modo de ejemplo no limitante de ADC que comprenden dimeros de PBD tienen las siguientes

estructuras:
_ 0, NH2 ]
H
AbTS \&/\/\/\[r \)l\ 4
o
—Ip
dimero de PBD-val-cit-PAB-Ab:
10 N
/\/N
(0]
| ﬂ /\U <
O
N
H,, g o
N
(o]
L —Ip
dimero de PBD-maleimida-acetal-Ab;
H O
| Ay
Ab :od

\© 0.0
T or
OO H

O/ \O N

L o _1p
15 dimero de PBD-Phe-homoLys-PAB-Ab, en la que:
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n es 0 a 12. En algunas realizaciones, n es 2 a 10. En algunas realizaciones, n es 4 a 8. En algunas realizaciones, n
esta seleccionado de 4, 5,6, 7y 8.

Los conectores de dimero de PBD-val-cit-PAB-Ab y dimero de PBD-Phe-homoLys-PAB-Ab son escindibles por
proteasas, mientras que el conector de dimero de PBD-maleimida-acetal es labil en acido.

Pueden prepararse dimeros de PBD y ADC que comprenden dimeros de PBD segin métodos conocidos en la técnica.
Véanse, por ejemplo, los documentos WO 2009/016516; US 2009/304710; US 2010/047257; US 2009/036431; US
2011/0256157; WO 2011/130598.

(5) Antraciclinas

En algunas realizaciones, un ADC comprende antraciclina. Las antraciclinas son compuestos antibiéticos que
presentan actividad citotoxica. Aunque no se pretende quedar ligado a teoria particular alguna, estudios han indicado
que las antraciclinas pueden operar para destruir células por varios mecanismos diferentes, que incluyen: 1)
intercalacion de las moléculas de farmaco en el ADN de la célula inhibiendo asi la sintesis de acidos nucleicos
dependiente de ADN; 2) produccién por el farmaco de radicales libres que entonces reaccionan con macromoléculas
celulares para producir dafio a las células, y/o 3) interacciones de las moléculas de farmaco con la membrana celular
(véanse, por ejemplo, C. Peterson et al., "Transport And Storage Of Anthracycline In Experimental Systems And
Human Leukemia" en Anthracycline Antibiotics In Cancer Therapy; N.R, Bachur, "Free Radical Damage" id. en pp.97-
102). Debido a su potencial citotoxico, las antraciclinas se han usado en el tratamiento de numerosos canceres tales
como leucemia, carcinoma de mama, carcinoma de pulmén, adenocarcinoma de ovario y sarcomas (véase, por
ejemplo, P.H- Wiernik, en Anthracycline: Current Status And New Developments p 11).

Antraciclinas a modo de ejemplo no limitante incluyen doxorubicina, epirubicina, idarubicina, daunomicina,
nemorubicina, y derivados de las mismas. Inmunoconjugados y profarmacos de daunorubicina y doxorubicina han sido
preparados y estudiados (Kratz et al. (2006) Current Med. Chem. 13:477-523; Jeffrey et al. (2006) Bioorganic & Med.
Chem. Letters 16:358-362; Torgov et al. (2005) Bioconj. Chem. 16:717-721; Nagy et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 97:829-834; Dubowchik et al. (2002) Bioorg. & Med. Chem. Letters 12:1529-1532; King et al. (2002) J. Med.
Chem. 45:4336-4343; documentos EP 0328147; US 6630579). El conjugado de anticuerpo-farmaco BR96-
doxorubicina reacciona especificamente con el antigeno asociado a tumor Lewis-Y y ha sido evaluado en estudios de
fase | y Il (Saleh et al. (2000) J. Clin. Oncology 18:2282-2292; Ajani et al. (2000) Cancer Jour. 6:78-81; Tolcher et al.
(1999) J. Clin. Oncology 17:478-484).

PNU-159682 es un potente metabolito (o derivado) de nemorubicina (Quintieri, et al. (2005) Clinical Cancer Research
11(4):1608-1617). La nemorubicina es un analogo semisintético de la doxorubicina con un grupo 2-metoximorfolino en
el amino de glucésido de la doxorubicina y ha estado en evaluacion clinica (Grandi et al. (1990) Cancer Treat. Rev.
17:133; Ripamonti et al. (1992) Brit, J. Cancer 65:703;), que incluye ensayos de fase Il/lll para carcinoma hepatocelular
(Sun et al. (2003) Proceedings of the American Society for Clinical Oncology 22, Abs1448; Quintieri (2003) Proceedings
of the American Association of Cancer Research, 44:1st Ed, Abs 4649; Pacciarini et al. (2006) Jour. Clin. Oncology
24:14116).

Un ADC a modo de ejemplo no limitante que comprende nemorubicina o derivados de nemorubicina se muestra en la
férmula la:

(Ia)

—_— m

en la que Ri1 es un atomo de hidrégeno, grupo hidroxi o metoxi y Rz es un grupo alcoxi C1-Cs, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo;

L1y Z juntos son un conector (L) como se describe en el presente documento;

T es un anticuerpo (Ab) como se describe en el presente documento; y
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m es 1 a aproximadamente 20. En algunas realizaciones, mes1a10,1a7,1a5,01 a4,
En algunas realizaciones, R1 y Rz son ambos metoxi (-OMe).

5 Un ADC a modo de ejemplo no limitante adicional que comprende nemorubicina o derivados de nemorubicina se
muestra en la formula Ib:

(Ib)

o}
N
o—p
o)
R; I
10 en la que R1 es un atomo de hidrégeno, grupo hidroxi o metoxi y Rz es un grupo alcoxi C+-Cs, 0 una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo;

L2 y Z son juntos un conector (L) como se describe en el presente documento;

T es un anticuerpo (Ab) como se describe en el presente documento; y

m es 1 a aproximadamente 20. En algunas realizaciones, mes1a10,1a7,1a5,01a4.

15
En algunas realizaciones, R1y R2 son ambos metoxi (-OMe).
En algunas realizaciones, el componente de nemorubicina de un ADC que contiene nemorubicina es PNU-159682.
En algunas realizaciones tales, la porcion de farmaco de ADC puede tener una de las siguientes estructuras:

20
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O
VNN
=g
/5

en las que la linea ondulada indica la union al conector (L).

Las antraciclinas, que incluyen PNU-159682, pueden conjugarse con anticuerpos mediante varios sitios de enlace y
varios conectores (documentos US 2011/0076287; W0O2009/099741; US 2010/0034837; WO 2010/009124), que
incluyen los conectores descritos en el presente documento.

ADC a modo de ejemplo que comprenden una nemorubicina y conector incluyen, pero no se limitan a:

O
S\\Ab
O
NN
6——@
[ 6\ P

PNU-159682-acetal de maleimida -Ab;

N
Ie) S"\Ab

PNU-159682-val-cit-PAB-Ab;
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—Z

0 | oL on OH 0
. 0 o o o)l\ /\/N\n/o\)o.
'S N\/\/\)J\ NH\)I\ (¢]
NH v “NH
0 0 :\L Q OH O Ome

0
o)\m-l2

N

(\
O\H""IIIO

OMe

PNU-159682-val-cit-PAB-espaciador-Ab;

'/N/E BN_©
6\

PNU-159682-val-cit-PAB-espaciador(R'R?)-Ab, en la que
R1y Rz estan seleccionados independientemente de H y alquilo C1-Cs; y
10

PNU-159682-maleimida-Ab.
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El conector de PNU-159682-acetal de maleimida-Ab es labil en acido, mientras que los conectores de PNU-159682-
val-cit-PAB-Ab, PNU-159682-val-cit-PAB-espaciador-Ab y PNU-159682-val-cit-PAB-espaciador(R'R?)-Ab  son
escindibles por proteasas.

(6) Otros restos de farmaco

Restos de farmaco también incluyen geldanamicina (Mandler et al. (2000) J. Nat. Cancer Inst. 92(19):1573-1581;
Mandler et al. (2000) Bioorganic & Med. Chem. Letters 10:1025-1028; Mandler et al. (2002) Bioconjugate Chem.
13:786-791); y toxinas enzimaticamente activas y fragmentos de las mismas, que incluyen, pero no se limitan a, cadena
A de la difteria, fragmentos activos no de uniéon de toxina diftérica, cadena A de exotoxina (de Pseudomonas
aeruginosa), cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modecina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordli,
proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), inhibidor de Momordica charantia,
curcina, crotina, inhibidor de Saponaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina y los
tricotecenos. Véase, por ejemplo, el documento WO 93/21232.

Restos de farmaco también incluyen compuestos con actividad nucleolitica (por ejemplo, una ribonucleasa o una ADN
endonucleasa).

En ciertas realizaciones, un inmunoconjugado puede comprender un atomo altamente radiactivo. Estan disponibles
varios is6topos radiactivos para la produccion de anticuerpos radioconjugados. Ejemplos incluyen At?!", |31, 1125 Y90,
Re'®, Re'8, Sm'3, Bi?'2, P32, Pp2'2 ¢ isétopos radiactivos de Lu. En algunas realizaciones, cuando un
inmunoconjugado se usa para la deteccion, puede comprender un atomo radiactivo para estudios escintigraficos, por
ejemplo, Tc® o 1'?3, 0 una marca de espin para la obtencion de imagenes de resonancia magnética nuclear (RMN)
(también conocida como imagen por resonancia magnética, IRM), tal como circonio-89, yodo-123, yodo-131, indio-
111, fldor-19, carbono-13, nitrégeno-15, oxigeno-17, gadolinio, manganeso o hierro. El circonio-89 puede ser
complejado con diversos agentes quelantes de metales y conjugarse con anticuerpos, por ejemplo, para la obtencion
de imagenes de PET (documento WO 2011/056983).

Las radiomarcas u otras marcas pueden incorporarse en el inmunoconjugado de formas conocidas. Por ejemplo,
puede biosintetizarse o sintetizarse quimicamente un péptido usando precursores de aminoacido adecuados que
comprenden, por ejemplo, uno 0 mas atomos de flior-19 en lugar de uno o mas hidrégenos. En algunas realizaciones,
marcas tales como Tc%, 1123, Re'3, Re'® e In'"" pueden unirse mediante un resto de cisteina en el anticuerpo. En
algunas realizaciones, el itrio-90 puede unirse mediante un resto de lisina del anticuerpo. En algunas realizaciones,
puede usarse el método YODOGEN (Fraker et al. (1978) Biochem. Biophys. Res. Commun. 80: 49-57) para incorporar
yodo-123. "Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy" (Chatal, CRC Press 1989) describe ciertos otros métodos.

En ciertas realizaciones, un inmunoconjugado puede comprender un anticuerpo conjugado con una enzima activadora
de profarmaco. En algunas de tales realizaciones, una enzima activadora de profarmaco convierte un profarmaco (por
ejemplo, un agente quimioterapéutico de peptidilo, véase el documento WO 81/01145) en un farmaco activo, tal como
un farmaco antineoplasico. Tales inmunoconjugados son utiles, en algunas realizaciones, en terapia con profarmacos
mediada por enzimas dependiente de anticuerpos ("ADEPT"). Las enzimas que pueden conjugarse con un anticuerpo
incluyen, pero no se limitan a, fosfatasas alcalinas, que son utiles para convertir profarmacos que contienen fosfato en
farmacos libres; arilsulfatasas, que son Utiles para convertir profarmacos que contienen sulfato en farmacos libres;
citosina desaminasa, que es util para convertir 5-fluorocitosina no téxica en el farmaco antineoplasico 5-fluorouracilo;
proteasas, tales como proteasa de Serratia, termolisina, subtilisina, carboxipeptidasas y catepsinas (tales como
catepsinas B y L), que son utiles para convertir profarmacos que contienen péptido en farmacos libres; D-
alanilcarboxipeptidasas, que son utiles para convertir profarmacos que contienen sustituyentes de D-aminoacido;
enzimas que escinden hidratos de carbono tales como B-galactosidasa y neuraminidasa, que son utiles para convertir
profarmacos glucosilados en farmacos libres; B-lactamasa, que es util para convertir farmacos derivatizados con -
lactamas en farmacos libres; y penicilina amidasas, tales como penicilina V amidasa y penicilina G amidasa, que son
utiles para convertir farmacos derivatizados en sus nitrégenos de amina con grupos fenoxiacetilo o fenilacetilo,
respectivamente, en farmacos libres. En algunas realizaciones, pueden unirse covalentemente enzimas a anticuerpos
por técnicas de ADN recombinante muy conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Neuberger et al., Nature 312:604-
608 (1984).

c) Carga de farmaco

La carga de farmaco se representa por p, el numero promedio de restos de farmaco por anticuerpo en una molécula
de formula I. La carga de farmaco puede oscilar de 1 a 20 restos de farmaco (D) por anticuerpo. Los ADC de formula
| incluyen colecciones de anticuerpos conjugados con varios restos de farmaco de 1 a 20. El nimero promedio de
restos de farmaco por anticuerpo en preparaciones de ADC de reacciones de conjugacion puede caracterizarse por
medios convencionales tales como espectroscopia de masas, ensayo de ELISA y HPLC. También puede determinarse
la distribucién cuantitativa de ADC en términos de p. En algunos casos, la separacion, purificacién y caracterizacion
de ADC homogéneo en el que p es un cierto valor de ADC con otras cargas de farmaco puede lograrse por medios
tales como HPLC de fase inversa o electroforesis.
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Para algunos conjugados de anticuerpo-farmaco, p puede estar limitada por el nimero de sitios de unién en el
anticuerpo. Por ejemplo, si la unién es un tiol de la cisteina, como en ciertas realizaciones a modo de ejemplo
anteriores, un anticuerpo puede tener solo uno o varios grupos tiol de la cisteina, o puede tener solo uno o varios
grupos tiol suficientemente reactivos a través de los cuales pueda unirse un conector. En ciertas realizaciones, carga
de farmaco superior, por ejemplo p >5, puede producir agregacion, insolubilidad, toxicidad o pérdida de permeabilidad
celular de ciertos conjugados de anticuerpo-farmaco. En ciertas realizaciones, la carga de farmaco promedio para un
ADC oscila de 1 a aproximadamente 8; de aproximadamente 2 a aproximadamente 6; de aproximadamente 3 a
aproximadamente 5. De hecho, se ha mostrado que para ciertos ADC, la relacién 6ptima de restos de farmaco por
anticuerpo puede ser inferior a 8, y puede ser aproximadamente 2 a aproximadamente 5 (documento US 7498298).

En ciertas realizaciones, menos del maximo tedrico de restos de farmaco se conjugan con un anticuerpo durante una
reaccion de conjugacion. Un anticuerpo puede contener, por ejemplo, restos de lisina que no reaccionan con el
producto intermedio de farmaco-conector o reactivo de conector, como se trata mas adelante. Generalmente, los
anticuerpos no contienen muchos grupos tiol de la cisteina libres y reactivos que puedan ligarse a un resto de farmaco;
de hecho, la mayoria de los restos de tiol de la cisteina en anticuerpos existen como puentes disulfuro. En ciertas
realizaciones, un anticuerpo puede reducirse con un agente reductor tal como ditiotreitol (DTT) o tricarboniletilfosfina
(TCEP), bajo condiciones reductoras parciales o totales, para generar grupos tiol de la cisteina reactivos. En ciertas
realizaciones, un anticuerpo se somete a condiciones desnaturalizantes para revelar grupos nucledfilos reactivos tales
como lisina o cisteina.

La carga (relacion de farmaco/anticuerpo) de un ADC puede controlarse de diferentes formas y, por ejemplo: (i)
limitando el exceso molar de producto intermedio de farmaco-conector o reactivo de conector con respecto a
anticuerpo, (ii) limitando el tiempo de la reaccién de conjugacion o la temperatura, (iii) condiciones reductoras parciales
o limitantes para la modificacion del tiol de la cisteina.

Debe entenderse que si mas de un grupo nucledfilo reacciona con un producto intermedio de farmaco-conector o
reactivo de conector, entonces el producto resultante es una mezcla de compuestos de ADC con una distribucion de
uno o mas restos de farmaco unidos a un anticuerpo. El nUumero promedio de farmacos por anticuerpo puede calcularse
a partir de la mezcla por un ensayo de anticuerpos de ELISA dual que es especifico para anticuerpo y especifico para
el farmaco. Las moléculas de ADC individuales pueden identificarse en la mezcla por espectroscopia de masas y
separarse por HPLC, por ejemplo, cromatografia de interaccion hidréfoba (véase, por ejemplo, McDonagh et al. (2006)
Prot. Engr. Design & Selection 19(7):299-307; Hamblett et al. (2004) Clin. Cancer Res. 10:7063-7070; Hamblett, K.J.
et al., "Effect of drug loading on the pharmacology, pharmacokinetics, and toxicity of an anti-CD30 antibody-drug
conjugate”, Resumen N.° 624, Asociacion estadounidense para la investigacion del cancer, Reunién anual de 2004,
27-31 de marzo de 2004, Proceedings of the AACR, volumen 45, marzo de 2004, Alley, S.C. et al., "Controlling the
location of drug attachment in antibody-drug conjugates”, Resumen N.° 627, Asociacion estadounidense para la
investigacion del cancer, Reunién anual de 2004, 27-31 de marzo de 2004, Proceedings of the AACR, volumen 45,
marzo de 2004). En ciertas realizaciones, un ADC homogéneo con un unico valor de carga puede aislarse de la mezcla
de conjugacion por electroforesis o cromatografia.

d) Ciertos métodos de preparacion de Inmunoconjugados

Puede prepararse un ADC de férmula | por varias vias empleando reacciones de quimica organica, condiciones y
reactivos conocidos para aquellos expertos en la materia, que incluyen: (1) reaccidon de un grupo nucledfilo de un
anticuerpo con un reactivo de conector bivalente para formar Ab-L, mediante un enlace covalente, seguido de reaccion
con un resto de farmaco D; y (2) reaccion de un grupo nucledfilo de un resto de farmaco con un reactivo de conector
bivalente, para formar D-L, mediante un enlace covalente, seguido de reaccion con el grupo nucledfilo de un
anticuerpo. Métodos de preparacion a modo de ejemplo de un ADC de férmula | mediante la ultima via se describen
en el documento US 7498298.

Grupos nucledfilos en anticuerpos incluyen, pero no se limitan a: (i) grupos amina del extremo N, (ii) grupos amina de
la cadena lateral, por ejemplo, lisina, (iii) grupos tiol de la cadena lateral, por ejemplo, cisteina, y (iv) grupos hidroxilo
o0 amino de azucar donde el anticuerpo esta glucosilado. Los grupos amina, tiol e hidroxilo son nucledéfilos y pueden
reaccionar para formar enlaces covalentes con grupos electréfilos en restos de conector y reactivos de conector que
incluyen: (i) ésteres activos tales como ésteres de NHS, ésteres de HOBt, haloformiatos y haluros de acido; (ii) haluros
de alquilo y bencilo tales como haloacetamidas; y (iii) aldehidos, cetonas, grupos carboxilo y maleimida. Ciertos
anticuerpos tienen disulfuros entre cadenas reducibles, es decir, puentes de cisteina. Los anticuerpos pueden hacerse
reactivos para la conjugacién con reactivos de conector mediante tratamiento con un agente reductor tal como DTT
(ditiotreitol) o tricarboniletilfosfina (TCEP), de forma que el anticuerpo se reduce completamente o parcialmente. Cada
puente de cisteina formara asi, teéricamente, dos nucledfilos de tiol reactivos. Pueden introducirse grupos nucledfilos
adicionales en anticuerpos mediante la modificacion de restos de lisina, por ejemplo, haciendo reaccionar restos de
lisina con 2-iminotiolano (reactivo de Traut), produciendo la conversion de una amina en un tiol. También pueden
introducirse grupos de tiol reactivos en un anticuerpo introduciendo uno, dos, tres, cuatro o mas restos de cisteina (por
ejemplo, preparando anticuerpos de variante que comprenden uno o mas restos de aminoacidos de cisteina no
nativos).
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Los conjugados de anticuerpo-farmaco proporcionados en el presente documento también pueden producirse
mediante reaccién entre un grupo electréfilo en un anticuerpo, tal como un grupo carbonilo de aldehido o cetona, con
un grupo nucledfilo en un reactivo de conector o farmaco. Grupos nucledfilos utiles en un reactivo de conector incluyen,
pero no se limitan a, hidrazida, oxima, amino, hidracina, tiosemicarbazona, carboxilato de hidracina y arilhidrazida. En
una realizacién, un anticuerpo se modifica para introducir restos electréfilos que son capaces de reaccionar con
sustituyentes nucledfilos en el reactivo de conector o farmaco. En otra realizacién, los azucares de anticuerpos
glucosilados pueden oxidarse, por ejemplo con reactivos oxidantes de peryodato, para formar grupos aldehido o
cetona que pueden reaccionar con el grupo amina de reactivos de conector o restos de farmaco. Los grupos de la
base de Schiff de la imina resultante pueden formar un enlace estable, o pueden reducirse, por ejemplo, por reactivos
de borohidruro para formar enlaces amina estables. En una realizacion, la reaccién de la porcién de hidrato de carbono
de un anticuerpo glucosilado con cualquier galactosa oxidasa, o meta-peryodato de sodio, puede dar grupos carbonilo
(aldehido y cetona) en el anticuerpo que pueden reaccionar con grupos apropiados en el farmaco (Hermanson,
Bioconjugate Techniques). En otra realizacion, los anticuerpos que contienen restos de serina o treonina del extremo
N pueden reaccionar con meta-peryodato de sodio, produciendo la produccion de un aldehido en lugar del primer
aminoacido (Geoghegan & Stro, (1992) Bioconjugate Chem, 3:138-146; documento US 5362852). Un aldehido tal
puede hacerse reaccionar con un resto de farmaco o conector nucledfilo.

Grupos nucledfilos a modo de ejemplo en un resto de farmaco incluyen, pero no se limitan a: grupos amina, tiol,
hidroxilo, hidrazida, oxima, hidracina, tiosemicarbazona, carboxilato de hidracina y arilhidrazida capaces de reaccionar
para formar enlaces covalentes con grupos electréfilos en restos de conector y reactivos de conector que incluyen: (i)
ésteres activos tales como ésteres de NHS, ésteres de HOBLt, haloformiatos y haluros de &cido; (ii) haluros de alquilo
y bencilo tales como haloacetamidas; (iii) grupos aldehidos, cetonas, carboxilo y maleimida.

Reactivos de reticulante a modo de ejemplo no limitante que pueden usarse para preparar ADC se describen en el
presente documento en la seccion titulada "Conectores a modo de ejemplo”. Se conocen en la técnica métodos de
uso de tales reactivos de reticulante para unir dos restos, que incluyen un resto proteinaceo y un resto quimico. En
algunas realizaciones, puede prepararse una proteina de fusién que comprende un anticuerpo y un agente citotoxico,
por ejemplo, por técnicas recombinantes o sintesis de péptidos. Una molécula de ADN recombinante puede
comprender regiones que codifican el anticuerpo y porciones citotéxicas del conjugado, ya sean adyacentes entre si
0 estén separadas por una region que codifica un conector péptido que no destruye las propiedades deseadas del
conjugado.

En otra realizacién mas, un anticuerpo puede conjugarse con un "receptor” (tal como estreptavidina) para la utilizacion
en el pre-direccionamiento de tumores, en la que el conjugado de anticuerpo-receptor se administra al paciente,
seguido de eliminacion del conjugado sin unir de la circulacion usando un agente de eliminacion y entonces
administracion de un "ligando" (por ejemplo, avidina) que esta conjugado con un agente citotéxico (por ejemplo, un
farmaco o radionucleoétido).

E. Métodos y composiciones para diagnostico y deteccion

En ciertas realizaciones, cualquiera de los anticuerpos anti-FCRH5 proporcionados en el presente documento son
utiles para detectar la presencia de FcRH5 (por ejemplo, FCRH5) en una muestra biolédgica. El término "detectar”, como
se usa en el presente documento, engloba deteccion cuantitativa o cualitativa. En ciertas realizaciones, una muestra
biolégica comprende una célula o tejido. En ciertas realizaciones, tales tejidos incluyen tejidos normales y/o
cancerosos que expresan FCRH5 a niveles mas altos con respecto a otros tejidos, por ejemplo, linfocitos B y/o tejidos
asociados a linfocitos B. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FcRH5 se une a una region especifica de isoforma
¢ del dominio extracelular de FcRH5c¢. En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-FCRH5 se unen al dominio 9 de
tipo Ig de FcRH5c.

En un aspecto, en el presente documento se proporcionan métodos de deteccion de la presencia de FCRH5 en una
muestra bioldgica. En ciertas realizaciones, el método comprende poner en contacto la muestra biolégica con un
anticuerpo anti-FcRHS5 en condiciones permisivas para la unién del anticuerpo anti-FcRH5 a FcRH5, y detectar si se
forma un complejo entre el anticuerpo anti-FcRH5 y FcRH5. En un aspecto, la invencién proporciona un método de
diagnostico de un trastorno asociado a elevada expresion de FCRES. En ciertas realizaciones, el método comprende
poner en contacto una célula de prueba con un anticuerpo anti-FcRHS5; determinar el nivel de expresion (ya sea
cuantitativamente o cualitativamente) de FcRH5 por la célula de prueba detectando la unién del anticuerpo anti-FcCRH5
a FcRH5; y comparar el nivel de expresion de FCRH5 por la célula de prueba con el nivel de expresiéon de FcRH5 por
una célula de control (por ejemplo, una célula normal del mismo origen de tejido que la célula de prueba o una célula
que expresa FcRH5 a niveles comparables a una célula normal tal), en las que un nivel mas alto de expresion de
FcRH5 por la célula de prueba en comparacion con la célula de control indica la presencia de un trastorno asociado a
elevada expresion de FCRH5. En ciertas realizaciones, la célula de prueba se obtiene de un individuo que se sospecha
que tiene un trastorno asociado a elevada expresion de FcRH5. En ciertas realizaciones, el trastorno es un trastorno
proliferativo de células, tales como un cancer o un tumor. En algunas realizaciones, FCRH5 es FcRH5c. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-FCRH5 se une a una regién especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular de
FcRH5c. En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-FcRH5 se unen al dominio 9 de tipo Ig de FcRH5c,
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Trastornos proliferativos de células a modo de ejemplo que pueden diagnosticarse usando un anticuerpo descrito en
el presente documento incluyen un trastorno de linfocitos B y/o un trastorno proliferativo de linfocitos B que incluye,
pero no se limita a, linfoma, mieloma multiple, linfoma no Hodgkin (LNH), LNH agresivo, LNH agresivo recidivante,
LNH de escasa malignidad recidivante, LNH resistente al tratamiento, LNH de escasa malignidad resistente al
tratamiento, leucemia linfocitica crénica (LLC), linfoma linfocitico pequefio, leucemia, leucemia de células pilosas
(HCL), leucemia linfocitica aguda (LLA) y linfoma de células del manto.

En una realizacion, se proporciona un anticuerpo anti-FCRH5 para su uso en un método de diagndstico o deteccion.
En un aspecto adicional, se proporciona un método de deteccion de la presencia de FCRH5 en una muestra bioldgica.
En ciertas realizaciones, el método comprende poner en contacto la muestra biolégica con un anticuerpo anti-FcRHS
como se describe en el presente documento en condiciones permisivas para la union del anticuerpo anti-FCRH5 a
FcRHS, y detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo anti-FcRHS y FcRH5 en la muestra bioldgica. Tal método
puede ser un método in vitro o in vivo. En una realizacion, se usa un anticuerpo anti-FCRH5 para seleccionar sujetos
elegibles para terapia con un anticuerpo anti-FcRH5, por ejemplo donde FcRH5 es un biomarcador para la seleccion
de pacientes. En una realizacion adicional, la muestra bioldgica es una célula o tejido (por ejemplo, material de biopsia).
En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FCRH5 se une a una regidon especifica de isoforma ¢ del dominio
extracelular de FcRH5c. En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-FCRH5 se unen al dominio 9 de tipo Ig de
FcRH5c.

En una realizacion adicional, se usa un anticuerpo anti-FCRH5 in vivo para detectar, por ejemplo, por obtencion de
imagenes in vivo, un cancer FcRH5-positiva en un sujeto, por ejemplo, para los fines de diagndstico, prondstico o
estadificacion del cancer, determinacién de la evolucion apropiada de la terapia, o monitorizacién de la respuesta de
un cancer a la terapia. Un método conocido en la técnica para la deteccion in vivo es la inmuno-tomografia de emision
de positrones (inmuno-PET). Como se describe, por ejemplo, en van Dongen et al., The Oncologist 12:1379-1389
(2007) y Verel el al., J. Nacl Med. 44:1271-1281 (2003). En tales realizaciones, se proporciona un método para detectar
un cancer FcRH5-positiva en un sujeto, comprendiendo el método administrar un anticuerpo anti-FcRH5 marcado a
un sujeto que tiene o que se sospecha que tiene un cancer FcRH5-positiva, y detectar el anticuerpo anti-FCRH5
marcado en el sujeto, en las que la deteccion del anticuerpo anti-FcRH5 marcado indica un cancer FcRH5-positiva en
el sujeto. En ciertas de tales realizaciones, el anticuerpo anti-FcRH5 marcado comprende un anticuerpo anti-FcCRH5
conjugado con un emisor de positrones, tal como 8Ga, 18F, %4Cu, Y, 76Br, 89Z y '24|. En una realizacion particular, el
emisor de positrones es 89Zr. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FcRH5 se une a una region especifica de
isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5c. En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-FCRH5 se unen al
dominio 9 de tipo Ig de FcRH5c.

En realizaciones adicionales, un método de diagnéstico o deteccion comprende poner en contacto un primer
anticuerpo anti-FcRHS5 inmovilizado a un sustrato con una muestra biolégica que va a probarse para la presencia de
FcRHS5, exponer el sustrato a un segundo anticuerpo anti-FcRHS, y detectar si el segundo anti-FcCRH5 se une a un
complejo entre el primer anticuerpo anti-FcCRH5 y FCRHS5 en la muestra bioldgica. Un sustrato puede ser cualquier
medio de soporte, por ejemplo, vidrio, metal, ceramica, perlas poliméricas, portaobjetos, chips, y otros sustratos. En
ciertas realizaciones, una muestra biolégica comprende una célula, sangre o tejido (por ejemplo, material de biopsia)

Trastornos a modo de ejemplo que pueden diagnosticarse o detectarse segun cualquiera de las realizaciones
anteriores incluyen canceres FcRH5-positiva, tales como enfermedad proliferativa de linfocitos B FcRH5-positiva,
neoplasia de células plasmaticas FcRH5-positiva y mieloma multiple FcRH5-positiva. En algunas realizaciones, un
cancer FcRH5-positiva se detecta por inmunohistoquimica anti-FcRH5 (IHC) o hibridacion in situ (ISH). En algunas
realizaciones, un cancer FCRH5-positiva es un cancer que expresa FcRH5 segun un ensayo de PCR con transcriptasa
inversa (RT-PCR) que detecta ARNm de FcRH5. En algunas realizaciones, la RT-PCR es RT-PCR cuantitativa.

En ciertas realizaciones, se proporcionan anticuerpos anti-FcCRH5 marcados. En algunas realizaciones, el anticuerpo
anti-FcRH5 se une a una regidon especifica de isoforma c del dominio extracelular de FcRH5c. En algunas
realizaciones, los anticuerpos anti-FCRH5 se unen al dominio 9 de tipo Ig de FcRH5c. Marcas incluyen, pero no se
limitan a, marcas o restos que se detectan directamente (tales como marcas fluorescentes, cromdforas, electrodensas,
quimioluminiscentes y radiactivas), ademas de restos, tales como enzimas o ligandos, que se detectan indirectamente,
por ejemplo, mediante una reaccién enzimatica o interaccién molecular. Marcas a modo de ejemplo incluyen, pero no
se limitan a, los radiois6topos 2P, 4C, 28], 3H y 31|, fluordforos tales como quelatos de las tierras raras o fluoresceina
y sus derivados, rodamina y su derivado, dansilo, umbeliferona, luciferasas, por ejemplo, luciferasa de luciérnaga y
luciferasa bacteriana (patente de EE.UU. N.° 4.737.456), luciferina, 2,3-dihidroftalazindionas, peroxidasa de rabano
picante (HRP), fosfatasa alcalina, B-galactosidasa, glucoamilasa, lisozima, oxidasas de sacarido, por ejemplo, glucosa
oxidasa, galactosa oxidasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, oxidasas heterociclicas tales como uricasa y xantina
oxidasa, acopladas con una enzima que emplea perdxido de hidrégeno para oxidar un precursor de colorante tal como
HRP, lactoperoxidasa, o microperoxidasa, biotina/avidina, marcas de espin, marcas de bacteriéfago, radicales libres
estables y similares. En otra realizacion, una marca es un emisor de positrones. Los emisores de positrones incluyen,
pero no se limitan a, %Ga, '8F, %4Cu, 8Y, 76Br, 89Zr y '24|. En una realizacion particular, un emisor de positrones es
89Zr.,

F. Formulaciones farmacéuticas
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Se preparan formulaciones farmacéuticas de un anticuerpo anti-FcCRH5 o inmunoconjugado como se describe en el
presente documento mezclando tal anticuerpo o inmunoconjugado que tiene el grado deseado de pureza con uno o
mas vehiculos farmacéuticamente aceptables opcionales (Remington's Pharmaceutical Sciences 162 edicion, Osol, A,
Ed, (1980)), en forma de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Vehiculos farmacéuticamente aceptables
son generalmente no toxicos para los receptores a las dosificaciones y concentraciones empleadas, e incluyen, pero
no se limitan a: tampones tales como fosfato, citrato, y otros acidos organicos; antioxidantes que incluyen acido
ascorbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio;
cloruro de benzalconio; cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquilparabenos tales como metil o
propil-parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (inferior
a aproximadamente 10 restos); proteinas, tales como albimina de suero, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros
hidrofilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o
lisina; monosacaridos, disacaridos, y otros hidratos de carbono que incluyen glucosa, manosa o dextrinas; agentes
quelantes tales como EDTA; azucares tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de
sal tales como sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos de Zn-proteina); y/o tensioactivos no iénicos tales
como polietilenglicol (PEG). Vehiculos farmacéuticamente aceptables a modo de ejemplo en el presente documento
incluyen ademas agentes de dispersion de farmacos intersticiales tales como glucoproteinas de hialuronidasa activas
neutras solubles (sHASEGP), por ejemplo, glucoproteinas de hialuronidasa PH-20 solubles humanas, tales como
rHUPH20 (HYLENEX®, Baxter International, Inc.). Ciertas sHASEGP a modo de ejemplo y métodos de uso, que
incluyen rHUPH20, se describen en las publicaciones de patente de EE.UU. N.° 2005/0260186 y 2006/0104968. En
un aspecto, una sHASEGP se combina con una o mas glucosaminoglicanasas adicional tales como condroitinasas.
En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FCRH5 se une a una regién especifica de isoforma ¢ del dominio
extracelular de FcRH5c¢. En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-FCRH5 se unen al dominio 9 de tipo Ig de
FcRH5c.

Formulaciones de anticuerpo o inmunoconjugado liofilizadas a modo de ejemplo se describen en la patente de EE.UU.
N.° 6.267.958. Formulaciones de anticuerpo o inmunoconjugado acuosas incluyen aquellas descritas en la patente de
EE.UU. N.° 6.171.586 y el documento W0O2006/044908, incluyendo las ultimas formulaciones un tapon de histidina-
acetato.

La formulacién en el presente documento también puede contener mas de un principio activo segun sea necesario
para la indicacién particular que esta tratandose, preferentemente aquellos con actividades complementarias que no
afectan adversamente entre si.

Los principios activos pueden ser atrapados en microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de coacervacion
o por polimerizacion interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y microcapsulas de poli-
(metilmetacilato), respectivamente, en sistemas de administracién de farmacos coloidales (por ejemplo, liposomas,
microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones. Tales técnicas
se desvelan en Remington's Pharmaceutical Sciences 162 edicién, Osol, A, Ed, (1980).

Pueden prepararse preparaciones de liberacion sostenida. Ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el anticuerpo y/o
inmunoconjugado, matrices que estan en forma de articulos moldeados, por ejemplo peliculas, o microcapsulas,

Las formulaciones que van a usarse para administracion in vivo son generalmente estériles. La esterilidad puede ser
facilmente realizada, por ejemplo, por filtracion a través de membranas de filtracién estériles.

G. Métodos terapéuticos y composiciones

Cualquiera de los anticuerpos anti-FcCRH5 (por ejemplo, anticuerpos biespecificos contra FcRH5) vy/o
inmunoconjugados proporcionados en el presente documento puede usarse en métodos, por ejemplo, métodos
terapéuticos. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FCRH5 se une a una regién especifica de isoforma ¢ del
dominio extracelular de FcRH5c. En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-FCRH5 se unen al dominio 9 de tipo
Ig de FcRHb5c.

En un aspecto, un anticuerpo anti-FcRH5 (por ejemplo, anticuerpo biespecifico contra FCRH5) y/o inmunoconjugado
proporcionados en el presente documento se usan en un método de inhibicion de la proliferacion de una célula FcRH5-
positiva, comprendiendo el método exponer la célula al anticuerpo anti-FcCRH5 (por ejemplo, anticuerpo biespecifico
contra FcRH5) y/o inmunoconjugado en condiciones permisivas para la unién del anticuerpo anti-FcRH5 (por ejemplo,
anticuerpo biespecifico contra FcRH5) y/o inmunoconjugado a FcRH5 (por ejemplo, FCRH5c) sobre la superficie de la
célula, inhibiéndose asi la proliferacién de la célula. En ciertas realizaciones, el método es un método in vitro o in vivo.
En realizaciones adicionales, la célula es un trastorno proliferativo de linfocitos B. En ciertas realizaciones, el trastorno
proliferativo de células esté asociado a elevada expresion y/o actividad de FcRH5 (por ejemplo, FcRH5c). Por ejemplo,
en ciertas realizaciones, el trastorno proliferativo de linfocitos B esta asociado a elevada expresion de FCRH5 sobre la
superficie de un linfocito B. En ciertas realizaciones, el trastorno proliferativo de linfocitos B es un tumor o un cancer.
En algunas realizaciones, el trastorno proliferativo de linfocitos B es una neoplasia de células plasmaticas. En algunas
realizaciones, la neoplasia de células plasmaticas es mieloma multiple, plasmacitoma y/o MGUS. Ejemplos de
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trastornos proliferativos de linfocitos B que van a ser tratados por los anticuerpos y/o inmunoconjugados de la invencién
incluyen, pero no se limitan a, linfoma, mieloma multiple, linfoma no Hodgkin (LNH), LNH agresivo, LNH agresivo
recidivante, LNH de escasa malignidad recidivante, LNH resistente al tratamiento, LNH de escasa malignidad
resistente al tratamiento, leucemia linfocitica crénica (LLC), linfoma linfocitico pequefio, leucemia, leucemia de células
pilosas (HCL), leucemia linfocitica aguda (LLA) y/o linfoma de células del manto.

La presencia de diversos biomarcadores en una muestra puede analizarse por varias metodologias, muchas de las
cuales son conocidas en la técnica y entendidas por el experto, que incluyen, pero no se limitan a, inmunohistoquimica
("IHC"), andlisis de transferencia Western, inmunoprecipitacion, ensayos de unién molecular, ELISA, ELIFA, citometria
de flujo activada por fluorescencia ("FACS"), MassARRAY, protedmica, ensayos cuantitativos basados en sangre
(como, por ejemplo, ELISA de suero), ensayos bioquimicos de actividad enzimatica, hibridacién in situ, analisis de
Southern, analisis de Northern, secuenciacién del genoma completo, reaccién en cadena de la polimerasa ("PCR")
que incluye PCR cuantitativa en tiempo real ("gRT-PCR") y otros métodos de deteccion de tipo amplificacion tales
como, por ejemplo, ADN ramificado, SISBA, TMA y similares, ARN-Seq, FISH, analisis de micromatrices, pauta de
expresion génica, y/o analisis de expresion génica en serie ("SAGE"), ademas de uno cualquiera de la amplia variedad
de ensayos que pueden realizarse por analisis de matrices de proteinas, genes y/o tejidos. Protocolos tipicos para
evaluar el estado de genes y productos génicos se encuentran, por ejemplo, en Ausubel et al., eds., 1995, Current
Protocols in Molecular Biology, Unidades 2 (transferencia Northern), 4 (transferencia Southern), 15
(inmunotransferencia) y 18 (analisis por PCR). También pueden usarse inmunoensayos multiplex, tales como aquellos
disponibles de Rules Based Medicine o Meso Scale Discovery ("MSD").

Puede ensayarse la inhibicién de la proliferacion celular in vitro usando el ensayo de viabilidad celular luminiscente
CellTiter-Glo™, que esta comercialmente disponible de Promega (Madison, WI). Ese ensayo determina el nimero de
células viables en cultivo basandose en la cuantificacion de ATP presente, que es una indicacion de células
metabodlicamente activas. Véanse Crouch et al. (1993) J. Immunol. Meth. 160:81-88, patente de EE.UU. N.° 6602677.
El ensayo puede realizarse en formato de 96 o 384 pocillos, haciéndolo susceptible al cribado de alto rendimiento
automatizado (HTS). Véase Cree et al. (1995) AntiCancer Drugs 6:398-404. El procedimiento de ensayo implica afadir
un Unico reactivo (reactivo CellTiter-Glo®) directamente a las células cultivadas. Esto produce la lisis celular y la
generacion de una sefal luminiscente producida por una reaccion de luciferasa. La sefial luminiscente es proporcional
a la cantidad de ATP presente, que es directamente proporcional al numero de células viables presentes en el cultivo.
Los datos pueden registrarse por luminémetro o dispositivo de obtencién de imagenes de camara CCD. La salida de
luminiscencia se expresa como unidades relativas de luz (URL).

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo anti-FCRH5 (por ejemplo, anticuerpo biespecifico contra FCRH5) y/o
inmunoconjugado para su uso como un medicamento. En aspectos adicionales, se proporciona un anticuerpo anti-
FcRH5 (por ejemplo, anticuerpo biespecifico contra FcRH5) y/o inmunoconjugado para su uso en un método de
tratamiento. En ciertas realizaciones, se proporciona un anticuerpo anti-FcRH5 (por ejemplo, anticuerpo biespecifico
contra FcRH5) y/o inmunoconjugado para su uso en el tratamiento de cancer FcRH5-positiva (por ejemplo, FCRH5c¢).
En ciertas realizaciones, en el presente documento se proporciona el anticuerpo anti-FCRH5 (incluyendo anticuerpo
biespecifico contra FCRH5) y/o inmunoconjugado para su uso en un método de tratamiento de un individuo que tiene
un cancer FcRH5-positiva (por ejemplo, FcRH5c), comprendiendo el método administrar al individuo una cantidad
eficaz del anticuerpo anti-FCRH5 y/o inmunoconjugado. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FCRH5 se une a
una regién especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5c. En algunas realizaciones, los anticuerpos
anti-FcRH5 se unen al dominio 9 de tipo Ig de FcRH5c. En una realizacion tal, el método comprende ademas
administrar al individuo una cantidad eficaz de al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, como se
describe mas adelante.

En un aspecto adicional, en el presente documento se proporcionan usos de un anticuerpo anti-FCRH5 (por ejemplo,
anticuerpo biespecifico contra FcRH5) y/o inmunoconjugado en la fabricacién o preparacion de un medicamento. En
una realizacion, el medicamento es para el tratamiento de cancer FcRH5-positiva (por ejemplo, FcRH5¢). En una
adicional realizacion, el medicamento es para su uso en un método de tratamiento de cancer FcRH5-positiva (por
ejemplo, FcRH5c), comprendiendo el método administrar a un individuo que tiene cancer FcRH5-positiva (por ejemplo,
FcRH5c) una cantidad eficaz del medicamento. En una realizacion tal, el método comprende ademas administrar al
individuo una cantidad eficaz de al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, como se describe mas
adelante. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FCRH5 se une a una regién especifica de la isoforma c del
dominio extracelular de FcRH5c¢. En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-FCRH5 se unen al dominio 9 de tipo
Ig de FcRH5c,

En un aspecto adicional, en el presente documento se proporcionan métodos de tratamiento de cancer FcRH5-positiva
(por ejemplo, FcRH5c¢). En una realizacién, el método comprende administrar a un individuo que tiene tal cancer
FcRH3c-positiva (por ejemplo, FcRH5c) una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-FcRH5 (por ejemplo, anticuerpo
biespecifico contra FCRH5) y/o inmunoconjugado. En una realizacion tal, el método comprende ademas administrar al
individuo una cantidad eficaz de al menos un agente terapéutico adicional, como se describe mas adelante. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-FCRH5 se une a una regién especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular de
FcRH5c. En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-FcRH5 se unen al dominio 9 de tipo Ig de FcRH5c.
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Un cancer FcRH5-positiva segun cualquiera de las realizaciones anteriores puede ser, por ejemplo, trastorno
proliferativo de linfocitos B FcRH5-positiva, neoplasia de células plasmaticas FcRH5-positiva y/o mieloma multiple
FcRH5-positiva. En algunas realizaciones, un cancer FcRH5-positiva se detecta por inmunohistoquimica anti-FCcRHS
(IHC) o hibridacion in situ (ISH). En algunas realizaciones, un cancer FcRH5-positiva es un cancer que expresa FCRHS
segun un ensayo de PCR con transcriptasa inversa (RT-PCR) que detecta ARNm de FcRH5. En algunas realizaciones,
la RT-PCR es RT-PCR cuantitativa.

En algunas realizaciones de cualquiera de las realizaciones anteriores, el individuo puede ser un ser humano.

En un aspecto adicional, en el presente documento se proporcionan formulaciones farmacéuticas que comprenden
cualquiera de los anticuerpos anti-FcCRH5 y/o inmunoconjugado proporcionados en el presente documento, por
ejemplo, para su uso en cualquiera de los métodos terapéuticos anteriores. En una realizacién, una formulacion
farmacéutica comprende cualquiera de los anticuerpos anti-FCRH5 (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y/o
inmunoconjugados proporcionados en el presente documento y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otra
realizacién, una formulacion farmacéutica comprende cualquiera de los anticuerpos anti-FCRH5 (por ejemplo,
anticuerpos biespecificos) y/o inmunoconjugados proporcionados en el presente documento y al menos un agente
terapéutico adicional, por ejemplo, como se describe mas adelante.

Los anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y/o inmunoconjugados proporcionados en el presente
documento pueden usarse tanto solos como en combinacion con otros agentes en una terapia. Tales terapias de
combinacién indicadas anteriormente engloban administracion combinada (donde dos o méas agentes terapéuticos
estan incluidas en la misma formulacion o formulaciones separadas), y administracion separada, en cuyo caso, la
administracion del anticuerpo o inmunoconjugado proporcionado en el presente documento puede producirse antes
de, simultdneamente con, y/o tras, la administracion del agente terapéutico adicional y/o adyuvante. Los anticuerpos
y/o inmunoconjugados proporcionados en el presente documento también pueden usarse en combinaciéon con
radioterapia.

Un anticuerpo (incluyendo anticuerpo biespecifico) y/o inmunoconjugado proporcionado en el presente documento (y
cualquier agente terapéutico adicional) puede administrarse por cualquier medio adecuado, que incluye, parenteral,
intrapulmonar e intranasal, y, si se desea para tratamiento local, administracion intralesional. Las infusiones
parenterales incluyen administraciéon intramuscular, intravenosa, intrarterial, intraperitoneal o subcutanea. La
dosificacion puede ser por cualquier via adecuada, por ejemplo, mediante inyecciones, tales como inyecciones
intravenosas o subcutaneas, dependiendo en parte de si la administracion es breve o crénica. Se contemplan en el
presente documento diversos programas de dosificacion que incluyen, pero no se limitan a, administraciones Unicas
o multiples durante diversos momentos de tiempo, administracién en bolo e infusién por pulsos.

Los anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y/o inmunoconjugados proporcionados en el presente
documento se formularian, dosificarian y administrarian de un modo de acuerdo con la buena practica médica.
Factores a considerar en este contexto incluyen el trastorno particular que esta tratandose, el mamifero particular que
esta tratandose, el estado clinico del paciente individual, la causa del trastorno, el sitio de administracion del agente,
el método de administracion, el programa de administracion, y otros factores conocidos para los profesionales
médicos. El anticuerpo (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y/o inmunoconjugado no necesitan ser formulados,
pero opcionalmente se formulan, con uno o mas agentes actualmente usados para prevenir o tratar el trastorno en
cuestion. La cantidad eficaz de tales otros agentes depende de la cantidad de anticuerpo o inmunoconjugado presente
en la formulacion, el tipo de trastorno o tratamiento, y otros factores tratados anteriormente. Estos se usan
generalmente en las mismas dosificaciones y con vias de administracién como se describen en el presente documento,
o aproximadamente del 1 al 99 % de las dosificaciones descritas en el presente documento, o en cualquier dosificacion
y por cualquier via que se determine empiricamente/clinicamente que es apropiada.

Para la prevencion o el tratamiento de enfermedad, la dosificaciéon apropiada de un anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo
biespecifico) y/o inmunoconjugado proporcionados en el presente documento (cuando se usan solos o en combinacion
con uno o varios de otros agentes terapéuticos adicionales) dependera del tipo de enfermedad que va a tratarse, el
tipo de anticuerpo o inmunoconjugado, la gravedad y evolucion de la enfermedad, si el anticuerpo (por ejemplo,
anticuerpo biespecifico) y/o inmunoconjugado se administran para fines preventivos o terapéuticos, terapia previa, la
historia clinica del paciente y la respuesta al anticuerpo o inmunoconjugado, y el criterio del médico adjunto. El
anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo biespecifico) y/o inmunoconjugado se administran adecuadamente al paciente de
una vez o durante una serie de tratamientos. Dependiendo del tipo y la gravedad de la enfermedad, aproximadamente
1 ug/kg a 15 mg/kg (por ejemplo, 0,1 mg/kg-10 mg/kg) de anticuerpo o inmunoconjugado puede ser una dosificacion
candidata inicial para administracion al paciente, tanto si es, por ejemplo, por una o mas administraciones separadas,
como por infusidn continua. Una dosificacién diaria tipica podria oscilar de aproximadamente 1 pg/kg a 100 mg/kg o
mas, dependiendo de los factores mencionados anteriormente. Para administraciones repetidas durante varios dias o
mas, dependiendo de la afeccidn, el tratamiento seria generalmente sostenido hasta que se produjera una supresion
deseada de los sintomas de enfermedad. Una dosificacion a modo de ejemplo del anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo
biespecifico) y/o inmunoconjugado estaria en el intervalo de aproximadamente 0,05 mg/kg a aproximadamente 10
mg/kg. Asi, pueden administrarse una o mas dosis de aproximadamente 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg o 10 mg/kg
(o cualquier combinaciéon de las mismas) al paciente. Tales dosis pueden administrarse intermitentemente, por
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ejemplo, cada semana o cada tres semanas (por ejemplo, de forma que el paciente reciba de aproximadamente dos
a aproximadamente veinte, o por ejemplo aproximadamente seis dosis del anticuerpo). Puede administrarse una dosis
de carga mas alta inicial, seguida de una o mas dosis mas bajas. Sin embargo, pueden ser Utiles otras pautas de
dosificacion. El progreso de esta terapia se monitoriza facilmente por técnicas y ensayos convencionales.

Se entiende que cualquiera de las formulaciones anteriores o0 métodos terapéuticos puede llevarse a cabo usando
tanto un inmunoconjugado proporcionado en el presente documento como un anticuerpo anti-FCRH5. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-FCRH5 se une a una regién especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular de
FcRH5c. En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-FcCRHS se unen al dominio 9 de tipo Ig de FcRH5c.

H. Articulos de fabricacion

En otro aspecto proporcionado en el presente documento, se proporciona un articulo de fabricacién que contiene
materiales Utiles para el tratamiento, prevencién y/o diagndstico de los trastornos descritos anteriormente. El articulo
de fabricacion comprende un recipiente y una etiqueta o prospecto sobre o asociado al recipiente. Recipientes
adecuados incluyen, por ejemplo, botellas, viales, jeringas, bolsas para solucion |V, etc. Los recipientes pueden estar
formados de varios materiales tales como vidrio o plastico. El recipiente contiene una composicién que es por si misma,
0 combinada con otra composicion, eficaz para tratar, prevenir y/o diagnosticar el trastorno y puede tener un puerto
de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de solucién intravenosa o un vial que tiene un tapén
perforable por una aguja de inyeccion hipodérmica). Al menos un agente activo en la composicion es un anticuerpo o
inmunoconjugado proporcionado en el presente documento. La etiqueta o prospecto indica que la composicion se usa
para tratar la afeccion de eleccion, Ademas, el articulo de fabricacion puede comprender (a) un primer recipiente con
una composiciéon contenida en su interior, en el que la composicién comprende un anticuerpo contra FCRH5 (por
ejemplo, anticuerpo biespecifico) y/o inmunoconjugado de FcRH5 proporcionado en el presente documento; y (b) un
segundo recipiente con una composicién contenida en su interior, en el que la composicién comprende un agente
citotdxico adicional o de otro modo terapéutico. El articulo de fabricacion en esta realizacién, proporcionado en el
presente documento, puede comprender ademas un prospecto que indica que las composiciones pueden usarse para
tratar una afeccion particular. Alternativamente, o adicionalmente, el articulo de fabricacién puede comprender ademas
un segundo (o tercer) recipiente que comprende un tampdén farmacéuticamente aceptable, tal como agua
bacteriostatica para inyeccion (BWFI), solucién salina tamponada con fosfato, solucion de Ringer o solucién de
dextrosa. Puede incluir ademas otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y de usuario, que
incluyen otros tampones, diluyentes, filtros, agujas y jeringas. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-FCRH5 se
une a una region especifica de isoforma ¢ del dominio extracelular de FcRH5c. En algunas realizaciones, los
anticuerpos anti-FcRH5 se unen al dominio 9 de tipo Ig de FcRH5c.

lll. Ejemplos

Lo siguiente son ejemplos de métodos y composiciones de la invencion. Se entiende que diversas otras realizaciones
pueden ponerse en practica, dada la descripcion general proporcionada anteriormente.

Materiales y métodos
Inmunogén (E11-flag)

Se clonaron los aminoacidos 745-850 de FcRH5¢ humana (SEQ ID NO. 1) en el vector de expresion de mamifero
pRK5.NT.Flag usando protocolos convencionales y se expresaron transitoriamente en células CHO. La proteina
recombinante con marca de expresion Flag del extremo N se purificd usando anti-Flag y cromatografia de exclusion
por tamafio en una columna S200 Superdex.

Desarrollo y caracterizacién de anticuerpos de raton anti-FCRH5 E11

Se inmunizaron ratones Balb/c (Charles River, Hollister, CA) con 2 ug de proteina de ECD de FcRH5 E11 humana
(restos de aminoacidos 743-850 de SEQ ID NO: 1) (Genentech, South San Francisco, CA) mezclada con adyuvante
MPL+TDM (Ribi) mediante inyeccion plantar. Los ratones recibieron nueve dosis, seguido de un refuerzo por prefusion
en PBS solo mediante vias plantar e IV tres dias antes de la fusion.

Se recogieron los ganglios linfaticos popliteos y linfocitos de estos ratones, todos cuyos sueros demostraron fuertes
titulos de union a la proteina de inmunizacion por ELISA y mostraron fuerte reactividad de FACS con células SVT2
transfectadas con el ECD de FcRH5 E11 humana, se fusionaron con células de mieloma de raton X63-Ag8.653
(Coleccion Americana de Cultivos Tipo, Rockville, MD) mediante electrofusion (Harvard Apparatus, Holliston, MA). Se
incubaron las células fusionadas a 37 °C, 7 % de COg, durante la noche en medio C (StemCell Technologies,
Vancouver, BC, Canadd), antes de la resuspension en medio semi-sélido D (StemCell Technologies) que contenia
0,01 mg/ml de anti-IgG de ratén marcada con FITC (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) y se sembraron en
bandejas Omniwell (Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY). Nueve dias después de la siembre, se seleccionaron
colonias fluorescentes y se transfectaron en placas de 96 pocillos que contenian medio E (StemCell Technologies)
usando un Clonepix FL (Genetix, New Milton, Hampshire, RU). Los sobrenadantes se cribaron por ELISA contra anti-
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IgG de ratéon (MP Biomedicals, Santa Ana, CA) siete dias después de la recogida.

Hibridomas que demuestran la expresion de IgG de raton por ELISA se expandieron y cribaron por FACS contra
células SVT2 que expresaban en exceso FCRH5 humana de longitud completa, FcRH5 de cino y ECD de FcRH5 E11
humana. Se subclonaron fuertes clones positivos por FACS por clasificacion de una sola célula usando un FACSAria
(BD, Franklin Lakes, NJ). Los clones finales que demostraron la union de ELISA y de FACS mas alta de interés
después de una o dos rondas de subclonaciéon se expandieron para la produccién a gran escala en biorreactores
(Integra Biosciences, Chur, Suiza). Entonces se purificaron los sobrenadantes por cromatografia de afinidad de
proteina A como se ha descrito previamente (Hongo et al., 2000).

Produccién de bisFabs

Se generaron bisFab reticulando un Fab' del mAb anti-FcRHS5 con un Fab' del mAb anti-CD3 (UCHT1.v9) en los restos
de cisteina bisagra. Para generar los fragmentos Fab' 2 a partir de los Ab de hibridoma, se usaron diferentes
condiciones de digestion: los Ab del isotipo mlgG1 se digirieron con 1:50 (peso/peso) de pepsina a pH 3,5 durante 1-
2 ha37°C.; los Ab IgG2a de raton se digirieron con lisina C endopeptidasa a una relacion 1 1:500 (peso/peso), pH 8,
durante 2-4 h a 37 °C; y los Ab 1gG2b de ratdon se digirieron con lisina C a una relacion 1:100 (peso/peso) durante la
noche a 37 °C. En todos los casos el fragmento F(ab')2 se aislo de la mezcla de reaccion por captura con una columna
SP y elucion con 10 volimenes de columna de un gradiente lineal (0-100 %) de cloruro sédico 1 M. Bajo las
condiciones de digestion mencionadas anteriormente, migG1 y mligG2b produjeron un fragmento F(ab')2, que contenia
tres restos de cisteina en la bisagra, mientras que F(ab')2 de migG2a mostré dos restos de cisteina en la bisagra. Para
generar Fab' con una unica Cys reactiva, se usaron dos métodos diferentes. Para fragmentos que contenian un
nuamero impar (3) de cisteinas de bisagra (mlgG1 y migG2b), los F(ab')2 aislados se redujeron en acetato sddico 25
mM, pH 5, cloruro sédico 150 mM, EDTA 2 mM, TCEP 2 mM durante 2-6 h a TA. Después de completarse la etapa
de reduccion, la muestra se diluyé a 0,2 mg/ml, el pH se aumenté a 7,5 afiadiendo Tris a pH 8 y se afiadié acido
deshidroascérbico 5 mM (DHAA) para conducir la re-oxidacion de la cisteina. Después de una incubacién durante la
noche a temperatura ambiente, se evalud la presencia de tioles reducidos probando con un exceso de NEM y
analizando el desplazamiento de MW por espectrometria de masas. Después de confirmarse la presencia de solo una
cisteina reactiva por molécula, el Fab' se purificd por filtracion en gel para eliminar pequefias cantidades de
homodimeros.

Para fragmentos F(ab')2 derivados de migG2a y que contenian 2 restos de cisteina en la bisagra, se produjo una unica
cisteina reactiva por bloqueo parcial con N-etiimaleimida (NEM) como se describe en Scheer et al. (en prensa).
Brevemente, el anticuerpo se digirié con pepsina (1 % en peso/peso) mediante tratamiento en tampdn acetato sédico
a pH 4,5. Después de la digestion durante 1 hora, el F(ab')2 se aislo de la mezcla de digestion por captura en una
resina de intercambio catiénico SP-HP y se purificd por un gradiente de sal de 10 VC de NaCl 0-1 M. Entonces, el
F(ab')2 se redujo con TCEP 1 mM en un tampé6n que contenia MES 25 mM, pH 5,8, EDTA 2 mM y NaCl 300 mM y los
Fab se oxidaron mediante la adicion de &cido deshidroascérbico 5 mM (DHAA) para volver a formar el enlace disulfuro
entre la cadena pesada y cadena ligera.

El brazo efecto de los bisFab (UCHT1.v9) se generd por digestidon con pepsina, bloqueo con MEM parcial y conjugacion
con bismaleimida como se ha descrito antes (Scheer et al.; en prensa). Brevemente, los dos tioles (restos de cys) en
la bisagra se hicieron reaccionar entonces con 1 equivalente de N-etilmaleimida (NEM) (Sigma Aldrich). Los diferentes
Fab' anti-FCRH5 que contienen una Unica cisteina reactiva se incubaron con el Fab' anti-CD3 conjugado con el
reticulante de bismaleimida durante la noche a temperatura ambiente. Los Fab reticulados de ~ 100 kDa se separaron
de las especies sin reaccionar por filtracion en gel y luego se caracterizaron por SDS-PAGE, espectrometria de masas
y cromatografia analitica de exclusion por tamafio.

Expresion y purificacion de PDB

Se produjeron TDB por dos enfoques diferentes: co-cultivo de bacterias que expresan cada uno de los dos brazos del
anticuerpo o que expresan cada brazo por separado y luego hibridandolos in vitro. Las estrategias se han descrito en
Christoph Spiess et al. 2012 y se describieron en el documento PCT/US10/58958 presentado el 31 de mayo de 2011.
Brevemente, para la estrategia de co-cultivo, se cultivaron juntos E. coli que expresa anti-CD3 (ojal) y E. coli que
expresa diana antitumoral (botén) en matraces con agitaciéon a una relacion predeterminada de forma que se
produjeran cantidades similares de cada hemimero. Entonces se recogio el caldo bacteriano cocultivado, las células
se rompieron en un microfluidizador y los anticuerpos se purificaron por afinidad por proteina A. Se ha observado que
durante la microfluidizacion y captura de proteina A los dos brazos se hibridaron y formaron los puentes disulfuro
intercatenarios de la bisagra (Christoph Spiess et al., 2012). Alternativamente, los hemimeros de anticuerpo se
cultivaron por separado por fermentacion celular de alta densidad y se aislaron independientemente por cromatografia
de proteina A. Los hemimeros purificados fueron entonces combinados a una relacion molar 1:1 y se incubaron en
Tris 50 mM, pH 8,5, en presencia de DTT 2 mM durante 4 horas para permitir la hibridacion y la reduccién de disulfuros
en la regidn bisagra. La dialisis contra el mismo tampén sin DTT durante 24-48 horas produjo la formacién de los
enlaces disulfuro intercatenarios. Para ambas estrategias de produccion, el anticuerpo biespecifico se purifico de
contaminantes por cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC) como se describe en Christoph Spiess et al. 2012. El
material resultante se analizé para niveles de endotoxina usando un sistema de ensayo portatil Endosafe y cuando se
necesitd, el contenido de endotoxina se redujo lavando la proteina con 0,1 % de Triton X-114.
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Caracterizacion de TDB

Se analizé el peso molecular del anticuerpo biespecifico por espectrometria de masas (LC-ESI/TCF) como se ha
descrito antes (Jackman et al., 2010). Los anticuerpos también se analizaron por cromatografia analitica de exclusion
por tamafo en la columna Zenix SEC-300 (Sepax Technologies URSA) usando un sistema de HPLC Agilent 1:100.
La presencia de fragmentos de anticuerpos residuales se cuantificd por electroforesis usando 2100 Bioanalyser y
Protein 230 Chip.

Fraccionamiento de glébulos sanguineos

Se separaron CMSP de la sangre de voluntarios sanos usando medio de separacion de linfocitos (MP biomedicals,
Solon, OH). Se extrajeron células CD8+ de CMSP usando el kit de aislamiento de CD8+ humanas de Miltenyi (N.°
130-094-156) por seleccion negativa.

Ensayos de citotoxicidad in vitro (destruccion de linfocitos T)

Para ensayos de citotoxicidad in vitro, se sembraron 1x10* células diana en placas de 96 pocillos y se incubaron
durante la noche. Se afiadieron 3x10* linfocitos T CD8+ con o sin TDB o BisFab y se incubaron 48 horas a +37 °C. Se
eliminaron los linfocitos T lavando dos veces con medio de crecimiento. Se midid la viabilidad celular usando el ensayo
de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo® (Promega, Madison, WI).

Alternativamente, se monitoriz6 la citotoxicidad in vitro por citometria de flujo. Se marcaron células diana con éster
succinimidilico de carboxifluoresceina (CFSE) segun el protocolo del fabricante (Invitrogen, N.° C34554). Se mezclaron
células diana marcadas con CFSE vy linfocitos T CD8+ purificados de CMSP humana en relaciéon 3:1 de E:T y se
incubaron con TDB o BisFab durante 48 horas. Al final de la incubacion, las células se levantaron por tripsina y se
recogieron de la placa. Las células se resuspendieron en volumen igual de PBS + 2 % de FBS + EDTA 1 mM + yoduro
de propidio (PI). Se hizo analisis de citometria de flujo en un FACSCalibur en formato de automatizacion. Se conto el
numero de células diana vivas regulando en células CFSE+/PI negativas. Se calculd el porcentaje de citotoxicidad del
siguiente modo: % de citotoxicidad (numero de células diana vivas sin TDB - numero de células diana vivas con TDB)
/ (numero de células diana vivas sin PDB) x 100.

Anélisis de activacién de linfocitos T

Se mezclaron células diana y linfocitos T CD8+ purificados en presencia o ausencia de TDB y se analiz6 la activacion
de linfocitos T por citometria de flujo. Al final de la incubacion, las células se tifieron con CDS-FITC (BD Biosciences,
555634) y CD69-PE (BD Biosciences, 555531).

Union de sobrenadante de subclones, anticuerpos monoclonales, bisFab y TDB

Para probar la unién a células cancerosas que expresan endégenamente FCRH5 o células cancerosas transfectadas
con FcRH5, se levantaron células usando EDTA/PBS. Se suspendieron 1x10° células en 100 ul y se incubaron h con
anticuerpos primarios (1 volumen de sobrenadante de subclones cuantificados no de 1gG, 4 ug/ml de sobrenadante
de subclones cuantificados de IgG o 2 ug/ul de anticuerpos monoclonales purificados). Las células se lavaron dos
veces con tampon FACS (PBS 1 % de BSA EDTA 2 mM) y se incubaron con dilucién 1:1000 de secundario anti-raton
de cabra marcado con PE o 1:100 de anti-APC de raton de cabra. Las células se lavaron dos veces con tampén FACS
y se hizo analisis de citometria de flujo en un FACSCalibur. Se hizo marcado con xenén directo de anticuerpos segun
el protocolo del fabricante (Invitrogen), cuando se indicara. Para analizar la union a linfocitos NK o B, se incubé 1
millén de CMSP humanas con 4 ug/ml de sobrenadantes de subclones cuantificados de IgG durante 60 min, se lavaron
y se incubaron con dilucién 1:100 de secundario anti-ratdon de cabra marcado con APC. Entonces, las células se
lavaron otra vez dos veces y se tifieron usando anti-CD56 (PE; BID Biosciences N.° 555516) y anti-CD19 (PE; BD
Biosciences N.° 340364) antes de la citometria de flujo y los andlisis de la unién a células CDC56+ y CD19+ humanas.

Resultados

Inicialmente, para producir anticuerpos especificos de isoforma para el dominio de Ig proximal de la membrana, se
inmunizaron ratones con proteina E11 producida de baculovirus recombinante (aminoacidos 745-848 de
SEQ ID NO: 1) de FcRH5c humana y marca de expresion de His del extremo C). Esta estrategia de inmunizacion no
produjo respuesta inmunitaria significativa a FCRH5 y dejoé de producir anticuerpos anti-FcRH5 monoclonales. La
segunda estrategia de inmunizacion fue inmunizacién de ADN con plasmido que codifica los aminoacidos 745-977 de
FcRH5c (SEQ ID NO: 1) que codifican el dominio de Ig proximal de la membrana, dominio transmembranario y
dominios intracelulares de FcRH5 humana. Esta estrategia de inmunizacion no produjo respuesta inmunitaria
significativa a FcRH5 y dej6 de producir anticuerpos anti-FcRH5 monoclonales. La tercera estrategia de inmunizacion
utilizé péptidos correspondientes al dominio de Ig proximal de la membrana de FcRH5, que fueron homoélogos a FcRH5
de cino y no homologos a FcRH1, FcRH2, FcRH3 y FcRH4 humanas. Esta estrategia de inmunizacion no produjo
respuesta inmunitaria significativa a FCRH5 y dej6 de producir anticuerpos anti-FcCRH5 monoclonales.
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Para la cuarta estrategia de inmunizacion, se produjo proteina E11 en células CHO que consistian en el dominio de
Ig proximal de la membrana de FcRH5 humana (restos de aminoacidos 745-850 de SEQ ID NO: 1) con marca de
expresion Flag del extremo N. La proteina recombinante anterior se usé para inmunizar ratones. La inmunizacion,
desarrollo y caracterizacion de anticuerpos anti-FCRH5 E11 de raton se realiz6 como se ha descrito en detalle
anteriormente.

Después de 6 dosis de E11 recombinante (restos de aminoacidos 745-850 de SEQ ID NO: 1), se analiz6 el suero para
la unién de FcR5 a anticuerpos usando FACS. Se detectd reactividad significativa de células SVT2 que expresan
FcRH5 de longitud completa humana, FcRHS5 de longitud completa de cino, o el dominio transmembranario del dominio
de E11 humano y dominios citoplasmicos, pero no las células SVT2 transfectadas con vector, que indica que los
anticuerpos reactivos con FCRH5 estaban presentes en los sueros de los 5 ratones inmunizados.

Después de 9 dosis, se electrofusionaron linfocitos de los ratones inmunizados con células de mieloma de ratéon X63-
Ag8.653. Se seleccionaron 323 subclones de hibridomas IgG-positiva para cribado adicional. Los clones se probaron
para unirse a proteina E11 recombinante (restos de aminoacidos 745-850 de SEQ ID NO: 1) por ELISA (no mostrado)
y la unién a células SVT2 que expresan FCRH5 de longitud completa humana, FcRH5 de longitud completa de cino o
dominio transmembranario del dominio de E11 humano y dominios citoplasmicos de FcRH5 por FACS. Se identificaron
un total de 26 clones que se unieron a células que expresan FCRH5 humana y células que expresan FcRH5 de cino,
indicativo de reactividad de especies cruzada (Tabla 2). Se caracterizaron adicionalmente sobrenadantes de subclones
para unirse a A) células de mieloma multiple transfectadas con FcRH5 humana, B) células que expresan FcRHS
humana enddégenamente (células de mieloma MOLP-2, linfocitos B CD19+ humanos periféricos de donantes sanos),
C) células SVT2 transfectadas para expresar FcRH1, FcRH2, FcRH3 o FcRH4 humana, D) células 293 que expresan
la version truncada de FcRH5 humana (que carece de dominios 4 de Ig que incluyen E11; aminoacidos 464-850 de
SEQ ID NO: 1) y E) linfocitos NK. Ademas, la unidon de sobrenadantes a FcRH5a soluble se analizé por ELISA.
Basandose en estos analisis, se seleccionaron anticuerpos monoclonales para la purificacion.

Tabla 2.
Muestra SVT2-huFcRH5 SVT2-cyFcRH5 SVT2-huE11
1B8 +++ ++ ++
4H8 +++ ++ ++
1H11 +++ ++ +
4G8 ++ + +
4D4 + + +
1C8 +++ ++ +
3C10 +++ ++ ++
3A4 +++ ++ ++
6D2 +++ +++ +
3G3 ++ + +++
1F4 ++ + +
3F10 ++ + +++
1G7 +++ ++ ++
3B12 ++ + +++
3G7 +++ ++ +
5A10 +++ ++ ++
1C12 ++ + +
3D12 ++ + ++
5H4 ++ ++ +
5H9 ++ ++ +++
3C5 ++ ++ +
2D10 + + +++
5B12 ++ + ++
1H2 + + +
5F1 ++ ++ ++
2H7 ++ +++ ++

La Figura 2 muestra el intervalo de dosis de la unién de cinco anticuerpos E11 purificados, anticuerpo anti-FcCRH5
selectivo no de isoforma 10A8 (que se une a los dominios 4-5 de tipo Ig de FcRH5c) y un anticuerpo de control
especifico para la marca gD del extremo N a las células SVT2 que expresan ya sea FCR5 humana (Figura 2A) o FcR5
de cino (Figura 2B). Los anticuerpos en este ensayo se marcaron directamente con APC-fluoréforo segun el protocolo
del fabricante (Invitrogen N.° z25051, z25151, z25251). Se encontré que la union del anticuerpo E11 representativo
5A10 a multiples lineas de células de mieloma EJM (Figura 3A) y OPM2 (Figura 3B) transfectadas con FCRH5 humana
era similar o mejor en comparacion con los anticuerpos contra FCRH5 selectivos no de isoforma previamente descritos
10A8 y 7D11 (ambos se unen a los dominios 4-5 de tipo Ig de FcRH5c) (Elkins et al., 2012; Polson et al., 2006). Las
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células MOLP-2 son una de las muy pocas lineas de células de mieloma multiple conocidas que expresan bajos niveles
de FcRH5 enddgenamente. Sobrenadantes de subclones 5A10, 5F1, 3G7 y 6D2 tifieron células MOLP-2 con
intensidad similar a 7D11 (Figuras 3C-F).

Se disefaron dos pruebas separadas para tratar la dependencia de la unién sobre la presencia de dominio 9 de Ig
proximal de la membrana (E11). Primero, se generé un mutante de FcRH5c humana truncada que carecia de los
dominios 6-9 de Ig (aminoacidos 464-850 de SEQ ID NO: 1) que incluia el sitio de unién esperado para los anticuerpos
derivados de la inmunizacion con E11. Esta construccion con marca gD del extremo N se expresé en células 293 y se
sometio a 2,5 ug/ml de sobrenadantes de subclones, seguido de anticuerpo secundario de cabra anti-ratén marcado
con PE (dilucién 1:1000). Ninguno de los subclones probados se unidé a células 293 que expresaban la FcRH5c
humana truncada (Figura 4A). A diferencia, la union se detecté para células 293 que expresaban FcRH5¢c humana no
mutada. La unién de gD o clon de anticuerpo selectivo no de isoforma (10A8) no se alterd por la mutacion. Este
resultado demuestra que el sitio de unién de los anticuerpos contra E11 estaba incluido en los dominios 6-9 de Ig.

Se demostré ademas la selectividad por isoforma probando la unién a la isoforma de FcRH5a soluble. Para esto, se
transfectaron células 293 para expresar la isoforma soluble con la marca de expresion HIS del extremo C. La expresion
de la proteina FcRH5a se confirmé con analisis de transferencia Western usando anticuerpo anti-HIS. Se detecté una
banda de 65 kD en medio acondicionado de FcRH5a, pero no células de vector transfectadas (no mostradas). Para el
ELISA, se recubrieron placas con anticuerpo de captura anti-HIS y se incubaron 1 hora con medio acondicionado
diluido 1:10 que incluia la isoforma FcRH5a soluble marcada con HIS. Se usaron los anticuerpos monoclonales contra
E11 para la deteccién en 1 - 0,001 ug/ml de concentracioén, se incubaron durante 1 hora, seguido de incubacion con
anticuerpo de cabra anti-HRP de ratdn y finalmente con sustrato de TMB. Mientras que los clones 2H7 y 5A10
demuestran reactividad considerable con FcRH5a soluble, los otros anticuerpos monoclonales probados no muestran
ninguna unioén detectable (Figura 5A). Este resultado confirma que el dominio 9 de Ig (E11) se requiere para la union
de los anticuerpos 1G7, 3A4, 3B12, 3G7 y 5F1, y, por tanto, estos anticuerpos son selectivos para la isoforma FCRH5
de longitud completa (FCRH5c).

FcRH5 se expresa enddégenamente en linfocitos B (Hatzivassilion et al., 2001, Polson et al., 2006). Para evaluar la
union de sobrenadantes de subclones a linfocitos B, se extrajeron CMSP de la sangre de donantes sanos. Se
incubaron 1 millén de CMSP humanas con 4 ug/ml de sobrenadantes de subclones durante 60 min, se lavaron y se
incubaron con dilucién 1:100 de secundario de cabra anti-raton marcado con APC. Entonces se lavaron las células
otra vez dos veces y se tifieron con anti-CD19 marcado con PE (BD Biosciences N.° 40364) antes de citometria de
flujo y andlisis de la unién a células CD19+. La mayoria de los sobrenadantes indujeron un desplazamiento significativo
en la sefal de APC en células CD19+ (Figura 5B) con respecto a los controles (sin anticuerpo primario, anti-gD)
indicativo de la union a linfocitos B.

Las moléculas de la familia de homdlogos del receptor de Fc (FcRH) tienen un alto grado de homologia entre si (Miller
et al., 2002). La homologia es especialmente alta entre los dominios de la membrana proximal, que se dirigen a los
anticuerpos contra E11 (Miller et al., 2002). Parar investigar la reactividad cruzada con miembros de la familia, FcRH1,
FcRH2, FcRH3 y FcRH4 (incluyendo todos una marca de expresion gD del extremo N), se expresaron en células SVT2
y las células se tifieron con sobrenadantes de subclones y anticuerpo secundario de cabra anti-PE de ratén. La
expresion de FcRH transfectada se confirmé por una sefal de anticuerpo anti-gD en todas las lineas celulares. Ninguno
de los sobrenadantes se unio significativamente a FCRH2 que expresa células en comparacién con tincién con el
anticuerpo gD (Figura 6B). 1B8, 1H11, 3C10, 4G8 y 6D2 demostraron un bajo nivel de la unién a FcRH1 (Figura 6A)
y 1F4 se unié a FcRH4 (Figura 6D). En general, las sefales de células SVT2 que expresan FCRH3 fueron bajas, que
incluyen el anticuerpo de control gD, indicativo del bajo nivel de expresion. Se detectd el bajo nivel de la union a células
SVT2 que expresan FcRFD para los sobrenadantes de 1F4 y 4H8 (Figura 6C).

Como la sefial global en las células SVT2 que expresan FCRH3 era baja, se hicieron pruebas adicionales usando
CMSP de donantes sanos. Las CMSP se tifieron como se ha descrito anteriormente, pero en lugar de CD19 se us6
CD56 (BD Biosciences N.° 555516) para regular la poblacion de células investigadas para linfocitos NK. Linfocitos NK
expresan endégenamente FcRH3 (Poison et 2006) y, como era de esperar, se tifieron por un anticuerpo anti-FcRH3
monoclonal previamente descrito (Polson et al., 2006). La expresion de FCRH1 también se detecté en células CD56+,
pero ninguno de los sobrenadante del subclén E11 tifid significativamente los linfocitos NK (Figura 7), demostrando la
ausencia de reactividad cruzada con FcRH3 endégenamente expresada.

Se volvié a probar la reactividad cruzada de los miembros de la familia usando el protocolo idéntico descrito
anteriormente en células SVT2, pero usando reactivos frescos y volviendo a transfectar las células SVT2 con FcRH1,
FcRH2, FcRH3 y FcRH4. El volver a probar los anticuerpos purificados como se ha descrito anteriormente produjo
resultados significativamente diferentes de la primera serie de experimentos. Estos resultados actualizados se
resumen en la Tabla 4. En vez de mostrar de poca a ninguna reactividad cruzada con otros miembros de la familia de
FcRH, todos excepto un anticuerpo (1G7) mostraron unién significativa a tanto FCRH5 como a al menos uno o varios
de otros miembros de la familia. Sin desear quedar ligado a teoria, esta cantidad de reactividad cruzada del anticuerpo
es lo que cabria esperar, dada la similitud de secuencias del ultimo dominio de tipo Ig en los diversos miembros de la
familia de FcRH.
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Los linfocitos T CD8+ estan entre las células efectoras inmunitarias mas potentes. La actividad de los linfocitos T
puede ser reclutada para destruir células tumorales usando anticuerpos biespecificos (o fragmentos de los
anticuerpos) que se unen simultdneamente tanto a linfocito T como a un antigeno de tumor. La unién dual puede
conducir a una activacién policlonal de linfocitos T y destruccion especifica de células que expresan antigeno tumoral
(Liu et al., 1985; Shalaby et al., 1992). Varias dianas tumorales y varias plataformas de anticuerpos biespecificos han
demostrado flexibilidad general y factibilidad preclinica para este enfoque. Y, lo que es mas importante, se ha
demostrado actividad clinica prometedora con un CD19 que se dirige al fragmento de anticuerpo scFv biespecifico
activante de linfocitos T blinatumomab (MT103; MicroMet). El tratamiento con dosis de tan solo 60 ug/m?/dia produce
respuestas prolongadas en ensayos clinicos para el tratamiento de linfoma no Hodgkin recidivante y leucemia
linfoblastica aguda (Bargou et al., 2008; Dreier et al., 2002)

Se investigo la capacidad de los anticuerpos contra FCRH5 para activar linfocito T y mediar en la destruccion en el
formato de anticuerpo biespecifico generando moléculas bisFab biespecificas. En resumen, estas moléculas
biespecificas se generan por escisién proteolitica del anticuerpo, seguido de reduccién, reacciones de re-oxidacion y
conjugacion de fragmentos Fab usando bismaleimida (Scheer et al., 2012b y como se ha descrito anteriormente). El
clon del anticuerpo anti-CD3 UCHT1 se une a CD3 humano que se incorpora al receptor de linfocitos T. Se ha mostrado
previamente que UCHT1.v9 es un brazo de unién a linfocitos T eficiente (Junttila et al., 2012 y como se ha descrito
anteriormente; Zhu et al., 1995) y, por tanto, se uso para los bisFab FcCRH5. Se eligieron nueve clones de anticuerpos
anti-FcRH5 (1G7, 2H7, 3G7, 5A10, 5F1, 6D2, 3B12, 3C10, 3F10) de la inmunizacién con E11 para el brazo diana y se
conjugaron con UCHT1.v9 para producir moléculas de bisFab biespecificos CD3-FcRH5.

Ademas de las moléculas de bisFab, también se produjeron anticuerpos biespecificos de longitud completa
(anticuerpos biespecificos dependientes de linfocitos T; TDB) usando la tecnologia de botones en ojales (Merchant et
al., 1998), que se basa en un par de regiones Fc manipuladas complementarias que conducen la heterodimerizacion
de hemimeros de anticuerpo. Como en el caso de bisFab, se us6 UCHT1.v9 (Zhu et al., 1995) como anti-CD3 (ojal).
Para el brazo diana (botdn), se usaron los clones de anticuerpo de la inmunizacién con E11 de FcRH5, un clon anti-
FcRH5 selectivo no de isoforma (10A8) (Elkins et al., 2012) o clon anti-HER2 4D5 (trastuzumab) (Carter et al., 1992).
Se ha descrito en detalle la generacion y purificacion de TDB (Junttila et al., 2012; Scheer et al., 2012a y como se ha
descrito anteriormente).

Se investigd la capacidad de las moléculas biespecificas para mediar en la destruccion de células diana 293
transfectadas con FCRHS5 incubando las dianas con linfocitos T CD8+ (células efectoras) durante 48 horas y midiendo
la actividad de destruccion usando el ensayo CellTiterGlo o el ensayo de destruccion de FACS (ensayos descritos
anteriormente). Los nueve bisFab que incorporaron un brazo diana de E11 anti-FcRH5 fueron eficientes en mediar en
la destruccion de células diana (FIG. 8A-B). Se detecto actividad de destruccién de concentraciones de tan solo 1-10
ng/mly se saturd a 10-100 ng/ml de concentracion. La maxima actividad de destruccion superé el 80 % para la mayoria
de los clones. La actividad de destruccién fue similar en comparacion con HER2-TDB (FIG. 8A-B). Se expresa HER2
humano en las células 293 a bajo nivel (datos no mostrados). A diferencia, la actividad de destruccién super6 con
creces la FCRH5-TDB selectiva no de isoforma (10A8), que era capaz de destruir solo aproximadamente el 20 % de
las dianas (FIG. 8A-B). Se detectd actividad robusta similar usando un formato de PDB de longitud completa que
incorporaba los clones de FcRH5-E11 2H7, 3G7 y 5A10 como brazos diana (FIG. 8C-D). No se detecté diferencia
significativa entre las versiones de TDB y bisFab de 2H7 y 3G7, que indica que Fc no es necesario ni para la actividad
ni es inhibitorio de la actividad destructora. bisFab de FcRH5 y TDB de longitud completa que incorporan 2H7 y 3G7
como brazo diana también fueron capaces de mediar eficientemente en la destrucciéon de células MOLP2, que
expresan enddgenamente bajos niveles de FcRH5 (FIG. 9A). La activacion de linfocitos T fue seguida en las
reacciones midiendo la proporciéon de células CD8+ que expresan CD69 en la membrana celular. La activacién de
linfocitos T se correspondié con la actividad de destruccién y fue similar para tanto bisFabs como TDB (FIG. 9B). Un
resumen de los resultados se muestra en la Tabla 3.
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- - - -+ - + - - - - + ++ + - - IOl
- - - + - + - - - - + ++ ++ - - 9l
- - - & - + - - - - -+ -+ + - - Zrdl
- - - -+ - + - - - - i -+ -+ - - bydl
- - - - - + - - - - -+ -+ + - - G'CHL
- - - - - + - - - - + -+ + - - C'CHL
OHI
AN d eIy 1M PHYY4 | €HYOd | ZHYYd | LHYoA oulo OHlI Jod ap senP2 sp
BZYLHl | ONd04UIT | olaouopy | 004U 1€6C SHY24NY/£62 [ZIAS | fZIAS | JTIAS | JZIAS | /ZLAS | ouewnuyizIAS | zdiow | sejepBluy ojusWIpag uo|o

€ e|qeL
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Tabla 4

Clon SVT2/FcRH1 SVT2/FcRH2 | SVT2/FcRH3 | SVT2/FcRH4 | SVT2/FcRH5
1G7.2.mlgG1 ; 3 5 5 it
2H73mIgGZb - +++ +++ - +++
3G7.1 .mIgG2a - ++ +++ - +++
5F1.1.mIgG2a +/- +/- +++ - T+
5A10.1.mlgG2b ; Tt Tt : oy
3B12.1.mIgG2b - ; Tt N v
3A4.2.higG1 ; ++ . 3 e
6D2.2.higG1 - +++ ++ - ++
1C8.1 hlgG1 - ++ +++ - +++
3C10.3.hIgG1 Tt - - - e
3F10.7.higG1 ; 3 e 5 oy

Referencias

Bargou, R. et al. (2008). Science 321, 974-977.

Carter, P. et al. (1992). Proc Natl Acad Sci USA 89, 4285-4289.
Dreier, T. et al. (2002). Int J Cancer 100, 690-697.

Elkins, K. et al. (2012). Mol Cancer Ther 11, 2222-2232.
Hatzivassiliou, G. et al. (2001). Immunity 14, 277-289.

Liu, M. A. et al. (1985). Proc Natl Acad Sci U S A 82, 8648-8652.
Merchant, A. M. et al. (1998). Nat Biotechnol 16, 677-681.

Miller, 1 et al. (2002). Blood 99, 2662-2669.

Polson, A. G. et al. (2006). Expression pattern of the human FcRH/IRTA receptors in normal tissue and in B-chronic
lymphocytic leukemia. International immunology 18, 1363-1373.
Shalaby, M. R. et al. (1992). J Exp Med 175, 217-225.

Zhu, Z. et al. (1995). Int J Cancer 62, 319-324.

Dominio variable de la cadena ligera
1C8.1

DIMTOSGRIMOTISLGDRVEVTORASONYITNYAWYOKPGOSPRALIYSASYRYSGVPDRFTGSGSGTOFTLTISN
YVOSEDLAEYFCOGOYTNYPMWTFGGGTRLEIKATVA {SEQ 1D NO:110)

1G7.2

DIVMTGSHIAMSTSVE DRVSITCKRASQ DV SNIVVWFGUKPGOSPNLLIYSASYRYTGVPORFTGSGSGTOFTFTESY
QAEDLAVYYCOOHYSSPYTFRGGTHLEIKRTY AL (3G 1D NO11T)

2H7.3

EWVLTOSPATLIVTPGDEVELSCRASONIRNNLM WY OO KSHESPRELIKFTSOSISGIPSRFTGSGSGTDFTLAINGVETE
DFGMYFCQOSNNWPOYTFGGETELEIKRTVAA {SEQ 1D NO:114}

3A4.2

DIGMTQSPATLSVTPGDSVILECRASQSISNNLHWYQUOKSHESFRULIKFASOSISGIPSRFSGSGSGTOFTLS INSVETE
DFGMYFCOOSNNWPOYTFGGOTRLELKRTVAS (RO D NO:LE)

3B12.1.1

DIQMTOSPASLSASVGETVHITCRASENIVSNLAWYOLKOGKSPOLLVYGAANLAEGVPERISGSGSGTOYSLKINSLO
SERFGTYYCQRPWGIPWTRGGETKLEIKRTVAR {SEG 1D NO: 118}

3C10

HOMTGTPLALPVTLG DOASISURSSQELVHANGNTYLHWYLO KPGOSPKLLIYEVSNRFSGYPDRFSGEGSGTDFTL
KISRVEAEDLOVYPLSQOTHVPPTRGGGTHLELKRTVAA (SEQ 1D NO:120)

3F10
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CVMTOSPASLIASYGETVTITCRASENIYSNLAWYOLKOGKSPOLLVYGAANLAEGYPSRISGSGEGTOYSLKINSLG
SERFGTYYLOHFWGIPWTFGGGTKLEIKRTVAA (3R 1D M2}

3G3

DY M TS PASESASVEETVTITCRASENIV INLAWYOLK QGRS POLLVYGAANLAE GYPSRISGSGAGTQYSLKINSIG
SEDFGTYYCLOHFWGIPWTRFGEGTKLEIKRTVAS [SEQID NO:124)

3G7.1.5

DIVLIQSPATLAVTLOGSVSLSCRASCS IS NNLHWYOGRKSHESPRLLIKFASOSISGIPSRFRGSGSGTOFTLTINGVETED
FGIVFCQOSNMWPOQYTFGOGTKLELKRTVAA [SEQ D NG 126}

5A10.1.3

DIVLTOSPANLSVIPGDSYSLSCRASONIRNMLHWYQOKSGESPRIVIKFASGEMSGTPERFTGERGSGTOFTLTINTVE
TEDFGMYFCOQOSNNWEQYTTGLGTRLEIMRTVAA (SEC 1D N(:I128)

5F1.1.5

CAVWTOERALTTEPGETVTLTCRASTETVT TS NFANWYAEKPDHLFTGLIGGTENRAPGVPARFSGSLIGDRAALTIT
GAQTEDEAIYFOVLWOSNEWVRGGGTKLTVLGORPEAA (SEQUID NG 120}

6D2

BIVMTOSHKFMS TSV G DRV SITCKA R VG TAV AWY G UK PGUSP L LIPWPS TRHTGY PRRFTESGSGTOFRTLTIG
RYOSEDLADYRCOOFSSLPHTEGGGTLEIKRTYAA {SEQ) 1D NO:132)

1G7'

DIVRATOSHRIMSTAVE DRV TCRAS QDS RV WEQOKPGOSPNLUIYSASYRY TGV P DRFTGSGSGTRFTFTISSY
QAEDLAVYYCOQHYSSPYTRGGGTKLEIR {SEQ 10 NO:134}

Dominio variable de la cadena pesada

1C8.1

EVOLQQSGPELVRPSASMKISCEASGYSFTAYIMNWVYKISRGKNLEWIGLINPY NGETTYNQKFKGRATLTVDOSSS
TAYMELLSLUTSEDEAVYFCARGLYWRPYWGUGTLVTVEAASTRGPSVFPLAR {SEGQ 1D NOid 13}

1G7.2

EVQLOESGPGLYOPSQSLMTCTVIG L TRFGVHWYRASPGKGLEWLGYIWRGGSTDYNAAF MERLTITKDNSKS
CVFRKLNSL VDD TAIVYUSNHYYRSSDYALDNWEQATIVIVSSASTKGPSVIPLAR (SEQ 10 NOITLE)

2H7.3

EVOLOOSGPELWKPGASVEMBIKASGYTRTDYY MKW VRO THOKS LEWIGDINPNNGETFYSORFKGKATUTVEKS
STTAVMOLMSLTSEDSAVYYCARGLYRFDYWOGQGTTUTVIESASTKGPSVIRLAP (520 1D NOLELS)

3A4.2

EVOLOOSGRELYISGASVKMSTKARGYTRTDYY MW VROSHGKSLEWIGDIMPYNGETFYNOKLKGKATLTVINGS
NTVFMGLNSLTREDSAVYYCARGLYFRAYWGGGTTLTVSSASTRGPSYIPLAP (SEQID NOIL T

3812.1.1

EVOLOOSGPEEVEPGASVKISCKTSGYTRTEY THHWY KO SHGKS LERIGHINFNNDAVSYNORFRGKATLTVDRSSST
AYMELRSLTSEDEAVYYCARLGRGYYPOYWOGQUTTLTVESASTEGPSVEPLAR [SEQ 1D N(H1ES)

3C10
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QVaLONPGAELYRPGASVILACKTSGYTHEYWINWYKIRPGOGLEWIGNIYPSDSYTNYNGKFKDKATLTVIITSSS
TAYMOLTSPTREDSAVYYITRSLYGYDASYFDYWGOGTTLTVESASTHG PRVFPLAR (SEQUID RO:12 Y

3F10

AVELASGPELVRPGASVIISCRTSGY TFTEYTIHWVROSHGKRLERIGGINPHNNDAISYNOKFRGRATLTVDKESSTA

YIMELRSLTSEDSAYYYCARLGRGYYFOYWGRGTTLTVESASTHERPSVEPLAR {SEG 1D N 123}
3G3

EVOLOQIGPILVRPGASYIISCKTSGYTFTEYTIHWYRKOSHEKSLERIGGINPFNNDAISYNOKFRGRATLTVDHSESTA
YMELRSLTSEDSAVYYCAKLGRGYYFDYWGERGTTLTVESASTRGRSVEPLAR (SEQ D NO:125)

3G7.1.5

EVOLGOSGPELVEPEG ASVEMSCKASGYTET DY Y MKW VRONHGKRLEWI GDINPYNGDTFYNOKFKDKATLTVDKS
SSTAY MOFNSLTSEDSAVYYCARGLYFFHYWGOGTTLTVSSASTRGPSVEPLAF {SECQUIE NO:127)

5A10.1.3

EVOLOOSGPELWKPGASVEMSCKASGYTFTOYYMKWVKOSHGKSLEWIGDINPNNGETFYNQKFKGEATLTVDES
TETAYMELNSLTTEDSAVYYCARGLYRFDYWGQGTTLTVESAASTRGPSVEPLAPR {SEG 1D NO1129)

5F1.1.5

OVOLOGSGALVRPGTIVKY SCRASGYAFTRYLIEW VKO RPGOGLEWIGVINPGSGETHYNEKFRGKATLTADKSS
STAYMOLSSLYSBROSAVYFCARTRNYGYVIDYWGOGTTLTVESASTKGPSVFRLAP {SEQG Y NO131)

6D2

QVOLOOSGPELVEPGASVRISCKASGFSFTAYEMNWYKOSHEKSPEWIGRINPYNGE TFFNONFKOKATLTVIKSS
NTAMMELLMTIDUSAVYYCGRGUYYVINYWGQGTTLTVESASTHGPSVRPLAP {SEQ 1D NCH133)

1G7'

OVOLKOSGPGLVOPSTISLMTCTVAGRSLTRFGVHWVROSPGKGLEWLGVRNVRGESTOYNAAFMSRLTITKRNSKS
OVFFKLNSLRVDDTANYYOSHNHYYGSSDYALDNWOQGISVTVSS (SEQUID NO:135)

Kabat CDR L1 (HVR-L1)

K A 5 Q 2
K A S Q 3
] & S { 4
] A s a i 5 8
R S 5 £ N ) i &
] § 5 Q S v i N G N f ¥ L H ?
i A 3 E N i Y 3 N i A B
R A S £ N ¥ 5 N L A g
# A S G g b N N i 3] 10
] A S a . : i i H i1
R S S G i N A N 12
K A H Q & \ G ¥ ' A 13
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3 [}
wy
iRl 5 A ¥ ] Y 5 i4
1G4 3 A ¥ R ¥ T 8
2HT.3 Q| s i 3 16
384.2 a | s ] g 7
312N N L
3010 N | R
310 N L
3G3 N L
G715 Q|5
SA10.1.3 a | s
5FLLS N 8
602 W T ]
Kabat CDR L3 (HVR-LY)
giiaigigl A g AlgigiBgisigln g€
CEd Q 2] ¥ P T pasy
172 G Q M P T 27
IHT3 G a 3 P T 2
344.2 G oia s P T 2
31211 & H F P I 30
3C10 M [#] S P T 31
3F10 QioH i E P T 32
363 G oHo}oF p T 33
3G7.4.5 Gopoa s p A 34
SAI013 Q@ oS P 35
SFL1LLS : W v 36
502 T a7

X fes] ‘ &
e o
@od g ®
38
3%
30
&1
381213 1 iz
3010 5 43
3F10 44
163 ‘ e
36705 o A6
541013 o 47
5115 8
602 )
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CDR H1 (HVR-H1)

L
e a1 D38
31 03s T
o
S9
¥
3
£9
£
o
Fa:)
. ! j¢]
N Cyietirg i i Pin S PP foR PO DD Ped
P R R R T R IR TN R S R ]
HT33%
......... og
g5
&5
84
£5
95
55 b imivizizizioiz ziziziniz
e Zziviziziziniziziziziwn 2 pas F L AP S AV A Al b Al
€5 lmizisxizimizizisizioi> 38
oIS Y S G S S S B S S B 1143
. : 8IS Yis o,
&7 [TRR IR NV VRS NVHN FTURIVIUS B VUN VORI PRI TIN B
ﬂ_\v”mf.
s YIS ol PR rers moimimiada [AY .
B il o
- W 75 iziziziziz ziziziziz 15 -
114 RV N B R EE IR I S o) P = ey
o o o
.................... et 15 =
k4 mipiaiaioie oieie oo o4 e hw...
2 g slsigl i 6 iclujujuivioiciciojuivio
3 =
. =] - e
. Al K i il m cilemioed T Wi
g ey N bl e e » Pemit i el s e f i g s OO LD A - i =1
NI BUNE P T e P snzsSB8foniay & £5ci3ESiEinIBZEs
e R G R : H Pl | iy
A..‘Eﬁﬂa.“m_,aw,ua,rbrﬁ.b Km‘m.%%xymwmmmww w Kfﬁjl.‘“ﬁsq}ﬁuﬂ..&
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Kabat CDR H3 (HVR-H3)

H " o — : o

H : v

5 . P W i E ¥ 86

: YiYigisis Y i A LiDiN| 87

P i o e S a E g =
; B I N L NI N S Rty o
¥y i FiDiY a0

.............. R s

...... et 5

Y i FiDiy i 93

FiHd vyl 9

F 0 ¥ a5

. Doy £

""" ¥ N vy | 97

é g " Uit igzgigi¥x 2 8 iwiiB
8§ 82.3 % 2 2588888 ¢g¢2

1081 Y iy | 98
1572 ¥ oI A G N 98
2473 A Y | 100
344.2 A [ iy 101
3B12.1.1 Aj Ly y o102
3010 T ¥ v | o103
3F10 A Y v | 104
363 Iy v v i 108
3G7.LE A iy | 106
5410.1.3 A y | 107
SFLL5 DAL , v | o108
SCCHNNNNS - N S TR N N TN A N A ¥ A et
FcRH5¢c

MLLWVILLYLAPYSGOFARTFRPIFLOPPWTTIVEQUERVTLTCKGFRFYSPOKTEWYHRYLG
KEILRETPDNILEVOESGEYRCOAQGSPLISPVHLDFSSASLILQAPLEVFEGDEVVLRCRAKAE
VTLNMTIYENDNVEAFLNERTDFHIPHACLKDNGAYRCTGYKESCCPVESNTVRIQVQERFTR
PYLRASSFOPISGNPVYTLTCETOLSLERSDVPLEFRFFRDODOTLGLOWSLEPNEQITAMWSEKDS
GPY WK AATMPYSVISDSPREWIOVQIPASHPVLTLEPER ALNFEGTEVTLHCETQEDSLRTL
YRFYHEGVPLEHKSVRCERGASISFSLTTENSGNY YO TAUNGLGAKPSKAVELSVTVPVEHPY
LNLSSPERLIFEGARVTLHCEAQRGSLIPILYQFITHEGAALERRSANSAGGVAISFSLTAEHSGN
VY CTADNGEGPORSKAVRLEVTYPV SHPVLTLESAEALTFEGATVTLHCEVORGS PRILYQFY
HEDMPLWESSTPSVGRYV SFSFSLTEGHSGNY YCTADNGFGPORSEVVERLFVTVPVERPILTLRY
PRAQAYVVODLLELHCEAPRGSPPILY WEYHEDVTLGSSSAPSGGEASFNLSLTAEHEGNYSCE
ANNGLY AQUSDTISLEVIVEVRRPILTFRAPRAQAVVGDLLELHCEALRGESFILYWEFYHEDVT
LOKISAPSOGOCGASFNLSLTTEHRGIY SCEADNGLEAQRSEMYTLEVAVPVYERPVLTLEAPGTH
AAVODLLELHCEALRCGSPLILYRFFHEDVTLGNRSSPSGGASLNLSLTABHSGMY SCEADNGL
CGAQRSETVTLYITGLTANRSGPFATGVAGOLLSIAGLAAGATLLYCWLARKAGRKPASIIPARS
PEDSDSCGEPTYHNYPAWEELOPVY THANPRGENVVY SEVRIOERKKEHAVASDPRIMLRNKGS

PINYSEVEKYASRTPVEGSLFLASSAPHR (SEQ ID NG}
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> GENENTECH, INC.

<120> ANTICUERPOS ANTI-FcRH5

<130> JEC/FP7252554

<140> APLICACION DIVISIONAL DE EP 14742047.5
<141> 24-06-2014
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<150> PCT/US2014/043952
<151> 24-06-2014

<150> 61/838.534
<151> 24-06-2013

<160> 136

<170> Patentin version 3.5
<210> 1

<211> 977

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Met Leu Leu Trp
1

Phe Ala Arg Thr
20

Thr Val Phe Gln
35

Phe Tyr Ser Pro
50

Glu Ile Leu Arg
65

Gly Glu Tyr Arg

His Leu Asp Phe
100

Val Phe Glu Gly
115

Val Thr Leu Asn
130

Val

Pro

Gly

Gln

Glu

Cys

85

Ser

Asp

Asn
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Ile

Arg

Glu

Lys

Thr

70

Gln

Ser

Ser

Thr

Leu

Pro

Arg

Thr

55

Pro

Ala

Ala

Val

Ile
135

Leu

Ile

Val

40

Lys

Asp

Gln

Ser

Val

120

Tyr

Val

Ile

25

Thr

Trp

Asn

Gly

Leu

105

Leu

Lys

78

Leu

10

Phe

Leu

Tyr

Ile

Ser

90

Ile

Arg

Asn

Ala

Leu

Thr

His

Leu

75

Pro

Leu

Cys

Asp

Pro

Gln

Cys

Arg

Glu

Leu

Gln

Arg

Asn
140

Val

Pro

Lys

45

Tyr

Val

Ser

Ala

Ala

125

Val

Ser

Pro

30

Gly

Leu

Gln

Ser

Pro

110

Lys

Leu

Gly

15

Trp

Phe

Gly

Glu

Pro

95

Leu

Ala

Ala

Gln

Thr

Arg

Lys

Ser

80

Val

Ser

Glu

Phe



ES 2812243 T3

Leu Asn Lys Arg Thr Asp Phe His Ile Pro His Ala Cys Leu Lys Asp
145 150 155 160

Asn Gly Ala Tyr Arg Cys Thr Gly Tyr Lys Glu Ser Cys Cys Pro Val
165 170 175

Ser Ser Asn Thr Val Lys Ile Gln Val Gln Glu Pro Phe Thr Arg Pro

180 185 190
=1 T -2 A ATe Qo Qae Do AT Dome Tl o Oae ATz Ao Deomm I7=T Ml o
val Leu ALy Ala o€l O€L rue Ulll rro l1ie oL Ul ADIL FLO vVval 1L
195 200 205

Leu Thr Cys Glu Thr Gln Leu Ser Leu Glu Arg Ser Asp Val Pro Leu
210 215 220

Arg Phe Arg Phe Phe Arg Asp Asp Gln Thr Leu Gly Leu Gly Trp Ser
225 230 235 240

Leu Ser Pro Asn Phe Gln Ile Thr Ala Met Trp Ser Lys Asp Ser Gly
245 250 255

Phe Tyr Trp Cys Lys Ala Ala Thr Met Pro Tyr Ser Val Ile Ser Asp
260 265 270

Ser Pro Arg Ser Trp Ile Gln Val Gln Ile Pro Ala Ser His Pro Val
275 280 285

Leu Thr Leu Ser Pro Glu Lys Ala Leu Asn Phe Glu Gly Thr Lys Val
290 295 300

Thr Leu His Cys Glu Thr Gln Glu Asp Ser Leu Arg Thr Leu Tyr Arg
305 310 315 320

Phe Tyr His Glu Gly Val Pro Leu Arg His Lys Ser Val Arg Cys Glu
325 330 335

Arg Gly Ala Ser Ile Ser Phe Ser Leu Thr Thr Glu Asn Ser Gly Asn
340 345 350

Tyr Tyr Cys Thr Ala Asp Asn Gly Leu Gly Ala Lys Pro Ser Lys Ala
355 360 365

Val Ser Leu Ser Val Thr Val Pro Val Ser His Pro Val Leu Asn Leu
370 375 380

Ser Ser Pro Glu Asp Leu Ile Phe Glu Gly Ala Lys Val Thr Leu His
385 390 395 400
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Cys

Glu

Ala

Thr

Ser

465

Glu

Gln

Pro

Phe

Asn

545

Val

Ala

Ser

Ser

Thr

625

Val

Glu

Gly

Ile

Ala

450

Val

Ala

Arg

Leu

Ser

530

Gly

Pro

Val

Pro

Ser

610

Ala

Ala

Ala

Ala

Ser

435

Asp

Thr

Leu

Gly

Trp

515

Leu

Phe

val

val

Pro

595

Ser

Glu

Gln

Gln

Ala

420

Phe

Asn

val

Thr

Ser

500

Ser

Thr

Gly

Ser

Gly

580

Ile

Ala

His

His

Arg

405

Leu

Ser

Gly

Pro

Phe

485

Pro

Ser

Glu

Pro

Arg

565

Asp

Leu

Pro

Ser

Ser
645

Gly

Glu

Leu

Phe

val

470

Glu

Gln

Ser

Gly

Gln

550

Pro

Leu

Tyr

Ser

Gly

630

Asp
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Ser

Arg

Thr

Gly

455

Ser

Gly

Ile

Thr

His

535

Arg

Ile

Leu

Trp

Gly

615

Asn

Thr

Leu

Arg

Ala

440

Pro

His

Ala

Leu

Pro

520

Ser

Ser

Leu

Glu

Phe

600

Gly

Tyr

Ile

Pro

Ser

425

Glu

Gln

Pro

Thr

Tyr

505

Ser

Gly

Glu

Thr

Leu

585

Tyr

Glu

Ser

Ser

80

Ile

410

Ala

His

Arg

val

val

490

Gln

val

Asn

val

Leu

570

His

His

Ala

Cys

Leu
650

Leu

Asn

Ser

Ser

Leu

475

Thr

Phe

Gly

Tyr

val

555

Arg

Cys

Glu

Ser

Glu

635

Ser

Tyr

Ser

Gly

Lys

460

Thr

Leu

Tyr

Arg

Tyr

540

Ser

val

Glu

Asp

Phe

620

Ala

Val

Gln

Ala

Asn

445

Ala

Leu

His

His

val

525

Cys

Leu

Pro

Ala

Val

605

Asn

Asn

Ile

Phe

Gly

430

Tyr

Val

Ser

Cys

Glu

510

Ser

Thr

Phe

Arg

Pro

590

Thr

Leu

Asn

Val

His

415

Gly

Tyr

Ser

Ser

Glu

495

Asp

Phe

Ala

val

Ala

575

Arg

Leu

Ser

Gly

Pro
655

His

Vval

Cys

Leu

Ala

480

Val

Met

Ser

Asp

Thr

560

Gln

Gly

Gly

Leu

Leu

640

Val



Ser

Gly

Ile

Ala

705

His

Arg

Val

Leu

Arg

785

Gly

Tyr

Vval

Ala

Gly

865

Pro

Pro

Arg

Asp

Leu

630

Pro

Ser

Ser

Leu

Glu

770

Phe

Gly

Ser

Thr

Thr

850

Ala

Ala

Thr

Pro

Leu

675

Tyr

Ser

Gly

Glu

Thr

755

Leu

Phe

Ala

Cys

Leu

835

Gly

Leu

Ser

Tyr

Ile

660

Leu

Trp

Gly

Ile

Met

740

Leu

His

His

Ser

Glu

820

Tyr

val

Leu

Asp

His

Leu

Glu

Phe

Gly

Tyr

725

Val

Arg

Cys

Glu

Leu

805

Ala

Ile

Ala

Leu

Pro

885

Asn
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Thr

Leu

Tyr

Gly

710

Ser

Thr

Ala

Glu

Asp

790

Asn

Asp

Thr

Gly

Tyr

870

Ala

Val

Phe

His

His

695

Ala

Cys

Leu

Pro

Ala

775

Val

Leu

Asn

Gly

Gly

855

Cys

Arg

Pro

Arg

Cys

680

Glu

Ser

Glu

Lys

Gly

760

Leu

Thr

Ser

Gly

Leu

840

Leu

Trp

Ser

Ala

Ala

665

Glu

Asp

Phe

Ala

Val

745

Thr

Arg

Leu

Leu

Leu

825

Thr

Leu

Leu

Pro

Trp

81

Pro

Ala

Val

Asn

Asp

730

Ala

His

Gly

Gly

Thr

810

Gly

Ala

Ser

Ser

Ser

890

Glu

Arg

Leu

Thr

Leu

715

Asn

Val

Ala

Ser

Asn

795

Ala

Ala

Asn

Ile

Arg

875

Asp

Glu

Ala

Arg

Leu

700

Ser

Gly

Pro

Ala

Pro

780

Arg

Glu

Gln

Arg

Ala

860

Lys

Ser

Leu

Gln

Gly

685

Gly

Leu

Leu

Val

Val

765

Leu

Ser

His

Arg

Ser

845

Gly

Ala

Asp

Gln

Ala

670

Ser

Lys

Thr

Glu

Ser

750

Gly

Ile

Ser

Ser

Ser

830

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro

Val

Ser

Ile

Thr

Ala

735

Arg

Asp

Leu

Pro

Gly

815

Glu

Pro

Ala

Arg

Gln

895

Val

Val

Pro

Ser

Glu

720

Gln

Pro

Leu

Tyr

Ser

800

Asn

Thr

Phe

Ala

Lys

880

Glu

Tyr
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900 905 910

Thr Asn Ala Asn Pro Arg Gly Glu Asn Val Val Tyr Ser Glu Val Arg

10

15

20

25

30

35

40

915 920 925

Ile Ile Gln Glu Lys Lys Lys His Ala Val Ala Ser Asp Pro Arg His

930 935 940

Leu Arg Asn Lys Gly Ser Pro Ile Ile Tyr Ser Glu Val Lys Val Ala

945 950 955

960

Ser Thr Pro Val Ser Gly Ser Leu Phe Leu Ala Ser Ser Ala Pro His

965 970

Arg

<210> 2

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<562229-1027

2
Lys Ala Ser Gln Asn Val Ile Thr Asn Val Ala
1 5 10
<210> 3
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 3
Lys Ala Ser Gln Asp Val Ser Asn Ile Val Val
1 5 10
<210> 4
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 4

82

975



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

Arg Ala Ser Gln Asn Ile Arg Asn Asn Leu His

1

<210>5

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 5

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Asn Asn Leu His

1

<210>6

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 6

Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Asn Leu Ala

1

<210>7

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 7

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Arg Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His

1

<210> 8

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 8

Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Asn Leu Ala

1

<210>9

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

ES 2812243 T3

5

5

5

5

83

10

10

10

10

10
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<221> fuente

ES 2812243 T3

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 9

Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Asn Leu Ala

1

<210> 10

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

5

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 10

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Asn Asn Leu His

1

<210> 11

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

5

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 11

Arg Ala Ser Gln Asn Ile Arg Asn Asn Leu His

1

<210> 12

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

5

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 12

Arg Ser Ser Thr Gly Thr Val Thr Thr Ser Asn Phe Ala Asn

1

<210> 13

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

5

10

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 13
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10
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Lys Ala Ser Gln Asp Val Gly Thr Ala Val Ala

1

<210> 14

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 14

<210> 15

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 15

<210> 16

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 16

<210> 17

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 17

<210> 18

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Ser

1

Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr

1

Phe Thr Ser Gln Ser Ile Ser

1

Phe Ala Ser Gln Ser Ile Ser

1

ES 2812243 T3

5
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5

5
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<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 18
Gly Ala Ala Asn Leu Ala Glu
1 5

<210>19

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 19
Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 20

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 20
Gly Ala Ala Asn Leu Ala Glu
1 5

<210> 21

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 21
Gly Ala Ala Asn Leu Ala Glu
1 5

<210> 22

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 22

Phe Ala Ser Gln Ser Ile Ser
1 5
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<210> 23

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 23
Phe Ala Ser Gln Ser Met Ser
1 5

<210> 24

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 24
Gly Thr Ser Asn Arg Ala Pro
1 5

<210> 25

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 25
Trp Pro Ser Thr Arg His Thr
1 5

<210> 26

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 26
Gln Gln Tyr Thr Asn Tyr Pro Met Trp Thr
1 5 10
<210> 27
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"
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<400> 27
Gln Gln His Tyr Ser Ser Pro Tyr Thr
1 5

<210> 28

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 28
Gln Gln Ser Asn Asn Trp Pro Gln Tyr Thr
1 5 10
<210> 29
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 29
Gln Gln Ser Asn Asn Trp Pro Gln Tyr Thr
1 5 10
<210> 30
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 30
Gln His Phe Trp Gly Ile Pro Trp Thr
1 5

<210> 31

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 31
Ser Gln Ser Thr His Val Pro Pro Thr
1 5

<210> 32

<211>9

88



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2812243 T3

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 32
Gln His Phe Trp Gly Ile Pro Trp Thr
1 5

<210> 33

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 33
Gln His Phe Trp Gly Ile Pro Trp Thr
1 5

<210> 34

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 34
Gln Gln Ser Asn Asn Trp Pro Gln Tyr Thr
1 5 10
<210> 35
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 35
Gln Gln Ser Asn Asn Trp Pro Gln Tyr Thr
1 5 10
<210> 36
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"
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<400> 36
Val Leu Trp Cys Ser Asn Leu Trp Val
1 5

<210> 37

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 37
Gln Gln Phe Ser Ser Leu Pro His Thr
1 5

<210> 38

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 38
Ala Tyr Ile Met Asn
1 5
<210> 39
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 39
Arg Phe Gly Val His
1 5
<210> 40
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 40
Asp Tyr Tyr Met Lys
1 5
<210> 41
<211>5
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 41
Asp Tyr Tyr Met Lys
1 5
<210> 42
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 42
Glu Tyr Thr Ile His
1 5
<210> 43
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 43
Ser Tyr Trp Ile Asn
1 5
<210> 44
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 44
Glu Tyr Thr Ile His
1 5
<210> 45
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 45
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Glu Tyr Thr Ile His
1 5

<210> 46

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 46
Asp Tyr Tyr Met Lys
1 5
<210> 47
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 47
Asp Tyr Tyr Met Lys
1 5
<210> 48
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 48
Asn Tyr Leu Ile Glu
1 5
<210> 49
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 49
Ala Tyr Phe Met Asn
1 5
<210> 50
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 50
Gly Tyr Ser Phe Thr Ala Tyr Ile Met Asn
1 5 10
<210> 51
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 51
Gly Phe Ser Leu Thr Arg Phe Gly Val His
1 5 10
<210> 52
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 52
Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Tyr Met Lys
1 5 10
<210> 53
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 53
Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Tyr Met Lys
1 5 10
<210> 54
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 54
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Gly Tyr Thr Phe Thr Glu Tyr Thr Ile His
1 5 10

<210> 55

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 55
Gly Tyr Thr Phe TIle Ser Tyr Trp Ile Asn
1 5 10
<210> 56
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 56
Gly Tyr Thr Phe Thr Glu Tyr Thr Ile His
1 5 10
<210> 57
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 57
Gly Tyr Thr Phe Thr Glu Tyr Thr Ile His
1 5 10
<210> 58
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 58
Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Tyr Met Lys
1 5 10
<210> 59
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 59
Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Tyr Met Lys
1 5 10
<210> 60
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 60
Gly Tyr Ala Phe Thr Asn Tyr Leu Ile Glu
1 5 10
<210> 61
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 61
Gly Phe Ser Phe Thr Ala Tyr Phe Met Asn
1 5 10
<210> 62
<211>17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 62
Leu Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Glu Thr Thr Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10
Gly

<210> 63

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"
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<400> 63

Val Ile Trp Arg Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Asn Ala Ala Phe Met Ser
1 5 10 15

<210> 64

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 64

Asp Ile Asn Pro Asn Asn Gly Glu Thr Phe Tyr Ser Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 65

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 65

Asp Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Glu Thr Phe Tyr Asn Gln Lys Leu Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 66

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 66

Gly Ile Asn Pro Asn Asn Asp Ala Val Ser Tyr Asn Gln Arg Phe Arg
1 5 10 15

Gly

<210> 67

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 67

Asn Ile Tyr Pro Ser Asp Ser Tyr Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

1

Asp

<210> 68

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 68

Gly Ile Asn Pro Asn Asn Asp Ala Ile Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Arg

1

Gly

<210> 69

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 69

Gly Ile Asn Pro Asn Asn Asp Ala Ile Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Arg

1

Gly

<210>70

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 70

5

5

5
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Asp Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Asp Thr Phe Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Asp

<210> 71

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 71
Asp Ile Asn Pro Asn Asn Gly Glu Thr Phe Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15
Gly

<210> 72

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 72

Val Ile Asn Pro Gly Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210>73

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 73
Arg Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Glu Thr Phe Phe Asn Gln Asn Phe Lys
1 5 10 15
Asp

<210>74

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 74
Gly Leu Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Glu Thr Thr Tyr Asn Gln Lys Phe
1 5 10 15
Lys Gly

<210>75

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 75

Gly Val Ile Trp Arg Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Asn Ala Ala Phe Met
1 5 10 15

Ser

<210> 76

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"
<400> 76

Gly Asp Ile Asn Pro Asn Asn Gly Glu Thr Phe Tyr Ser Gln Lys Phe

Lys Gly

<210> 77

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 77
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Gly Asp Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Glu Thr Phe Tyr Asn Gln Lys Leu
1 5 10 15

Lys Gly

<210> 78

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 78
Gly Gly Ile Asn Pro Asn Asn Asp Ala Val Ser Tyr Asn Gln Arg Phe
1 5 10 15
Arg Gly

<210>79

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 79

Gly Asn Ile Tyr Pro Ser Asp Ser Tyr Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe
1 5 10 15

Lys Asp

<210> 80

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 80

Gly Gly Ile Asn Pro Asn Asn Asp Ala Ile Ser Tyr Asn Gln Lys Phe
1 5 10 15

Arg Gly
<210> 81
<211>18

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
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<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 81

Gly Gly Ile Asn Pro Asn Asn Asp Ala Ile Ser Tyr Asn Gln Lys Phe
1 5 10 15

Arg Gly

<210> 82

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 82

Gly Asp Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Asp Thr Phe Tyr Asn Gln Lys Phe
1 5 10 15

Lys Asp

<210> 83

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 83
Gly Asp Ile Asn Pro Asn Asn Gly Glu Thr Phe Tyr Asn Gln Lys Phe
1 5 10 15
Lys Gly

<210> 84

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 84
Gly Val Ile Asn Pro Gly Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe
1 5 10 15
Lys Gly
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<210> 85

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 85

Gly Arg Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Glu Thr Phe Phe Asn Gln Asn Phe

1

Lys Asp

<210> 86

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 86

<210> 87

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 87

5

ES 2812243 T3

10

Gly Leu Tyr Trp Phe Pro Tyr

1

5

15

His Tyr Tyr Gly Ser Ser Asp Tyr Ala Leu Asp Asn

1

<210> 88

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 88

<210> 89

5

10

Gly Leu Tyr Arg Phe Asp Tyr

1

102
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<211>7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 89
Gly Leu Tyr Phe Phe Ala Tyr
1 5

<210> 90

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 90
Leu Gly Arg Gly Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 91

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 91
Ser Leu Tyr Gly Tyr Asp Ala Ser Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 92

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 92
Leu Gly Arg Gly Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 93

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"
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<400> 93
Leu Gly Arg Gly Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 94

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 94
Gly Leu Tyr Phe Phe His Tyr
1 5

<210> 95

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 95
Gly Leu Tyr Arg Phe Asp Tyr
1 5

<210> 96

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 96
Thr Arg Asn Tyr Gly Tyr Val Ile Asp Tyr
1 5

<210> 97

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 97
Gly Leu Tyr Tyr Leu Asn Tyr
1 5

<210> 98

<211>9
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 98
Ala Arg Gly Leu Tyr Trp Phe Pro Tyr
1 5

<210> 99

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 99
Ser Asn His Tyr Tyr Gly Ser Ser Asp Tyr Ala Leu Asp Asn
1 5 10

<210> 100

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 100
Ala Arg Gly Leu Tyr Arg Phe Asp Tyr
1 5

<210> 101

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 101
Ala Arg Gly Leu Tyr Phe Phe Ala Tyr
1 5

<210> 102

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 102
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Ala Lys Leu Gly Arg Gly Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 103

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Synthetic

peptide"

<400> 103
Thr Arg Ser Leu Tyr Gly Tyr Asp Ala Ser Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 104

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 104
Ala Lys Leu Gly Arg Gly Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10
<210> 105
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 105
Ala Lys Leu Gly Arg Gly Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10
<210> 106
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 106
Ala Arg Gly Leu Tyr Phe Phe His Tyr
1 5

<210> 107

<211>9

<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 107

<210> 108

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 108

Ala Arg Thr Arg Asn Tyr Gly Tyr Val Ile Asp Tyr

1

<210> 109

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 109

<210> 110
<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 110

Ala Arg Gly Leu Tyr Arg Phe Asp Tyr

1

Gly Arg Gly Leu Tyr Tyr Leu Asn Tyr

1

ES 2812243 T3

5

5

5

107
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10

15

Asp

Asp

Val

Tyr

Ser
65

Ile

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Val

Val

Trp

35

Ala

Ser

Met Thr

Ser Val

20

Tyr Gln

Ser Tyr

Gly Thr

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp
70

ES 2812243 T3

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Gln

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Arg Phe
10

Ala Ser

25

Gly Gln

Gly Val

Leu Thr

Met

Gln

Ser

Pro

Ile
75

Ser

Asn

Pro

Asp

60

Ser

Thr

Val

Lys

45

Arg

Asn

Ser

Ile

30

Ala

Phe

Val

Leu

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser
80

Glu Asp Leu Ala Glu Tyr Phe Cys Gln Gln Tyr Thr Asn Tyr Pro Met

85

90

95

Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala
110

<210> 111
<211>129
<212> PRT

100

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 111

105

108



10

Glu

Ser

Ile

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Pro

<210> 112
<211> 112
<212> PRT

Val

Met

Met

Leu

50

Gly

Glu

Arg

Val

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Ser
115

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Ala

Leu

Leu

100

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 112

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Ala

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

70

Leu

Trp

Ser

ES 2812243 T3

Ser

Glu

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Phe

Thr

Gly

Ala

Ser

40

Gly

Val

Ser

Pro

Lys
120

Pro

Ser

25

Arg

Glu

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

109

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Gln

Asp

90

Trp

Pro

Leu

Tyr

Lys

Thr

Ser

75

Ser

Gly

Ser

Val

Ser

Asn

Tyr

60

Ser

Ala

Gln

Val

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Phe
125

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

15

Ala

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Leu

Leu

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Val

Ala



10

15

Asp

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

<210> 113
<211> 133
<212> PRT

Ile

Arg

Val

Ser

50

Gly

Asp

Phe

Val

Val

Trp

35

Ala

Ser

Leu

Gly

Met

Ser

20

Phe

Ser

Gly

Ala

Gly
100

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 113

Glu

1

Ser

Gly

Gly

Ser
65

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Val

85

Gly

ES 2812243 T3

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Val Gln Leu Gln Glu

Leu

Val

Val

50

Arg

Ser

His

35

Ile

Leu

5

Ile Thr Cys

20

Trp Val Arg

Trp Arg Gly

Thr Ile Thr

70

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

His

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu
105

Ile

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln
90

Ile

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

His

Lys

Ser Gly Pro Gly Leu

Thr Val Ser

25

Gln Ser Pro

40

Gly Ser Thr

55

Lys Asp Asn

110

10

Gly

Gly

Asp

Ser

Phe

Lys

Tyr

Lys
75

Ser

Asp

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Arg

Val

Ser

Gly

Asn

60

Ser

Thr

Val

Asn

45

Arg

Ser

Ser

Thr

Gln

Leu

Leu

45

Ala

Gln

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Val

Ser

Val
110

Pro

Thr

30

Glu

Ala

Val

Val

15

Asn

Leu

Thr

Gln

Pro

95

Ala

Ser

15

Arg

Trp

Phe

Phe

Gly

Ile

Ile

Gly

Ala

80

Tyr

Ala

Gln

Phe

Leu

Met

Phe
80



10

15

20

Lys Leu Asn Ser

Asn His Tyr Tyr

Gly

100

Thr Ser Val
115

Phe Pro Leu Ala

<210> 114
<211> 113
<212> PRT

130

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 114
Glu
1

Asp

Leu

Lys

Ser

65

Glu

Tyr

Ala

<210> 115
<211>129
<212> PRT

Ile

Ser

His

Phe

50

Gly

Asp

Thr

Val

Val

Trp

35

Thr

Ser

Phe

Phe

Leu

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
100

<213> Secuencia artificial

ES 2812243 T3

Leu Lys Val Asp Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys Ser
85 90 95

Gly Ser Ser Asp Tyr Ala Leu Asp Asn Trp Gly Gln
105 110

Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
120 125

Pro

Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Thr Pro Gly

Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Asn Ile Arg Asn Asn
25 30

Gln Gln Lys Ser His Glu Ser Pro Arg Leu Leu Ile
40 45

Gln Ser Ile Ser Gly Ile Pro Ser Arg Phe Thr Gly
55 60

Thr Asp Phe Thr Leu Ser Ile Asn Ser Val Glu Thr
70 75 80

Met Tyr Phe Cys Gln Gln Ser Asn Asn Trp Pro Gln
85 90 95

Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala
105 110

111
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<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 115

Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Trp Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Tyr Met Lys Trp Val Lys Gln Thr His Gly Lys Ser Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Asp Ile Asn Pro Asn Asn Gly Glu Thr Phe Tyr Ser Gln Lys Phe

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Thr Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

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

Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
115 120 125

Pro

<210> 116
<211> 113
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"
<400> 116

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

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

112
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15

Leu

Lys

Ser
65

Glu

Tyr

Ala

<210> 117
<211>129
<212> PRT

His

Phe

50

Gly

Asp

Thr

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Phe

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
100

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuent

e

Gln

Gln

Thr

Met

85

Gly

ES 2812243 T3

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Gly

Lys

Ile

55

Phe

Phe

Thr

Ser

40

Ser

Thr

Cys

Lys

His

Gly

Leu

Gln

Leu
105

Glu Ser

Ile Pro

Ser Ile
75

Gln Ser
90

Glu Leu

Pro Arg Leu Le

45

Ser Arg Phe Se

60

Asn Se

Asn As

r Val Gl

u Ile

r Gly

u Thr
80

n Trp Pro Gln

95

Lys Arg Thr Val Ala

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 117

Gl
1

Se

Tyr

Gl

Lys

65

Me

Al

u vVal Gl

r Val

Met

35

y Asp Il

50

Gly

t Gln Le

a Arg Gl

Lys

Lys

n Leu Gl

20

e As

Lys Al

u As

y Leu

10

Trp

Met Se

n Pro

a Thr

n Se
85

0

Val

Tyr

n Gl

r Cys

70

r Leu

Lys

Tyr

Leu

Phe

n Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Phe

Gly

Ala

Ser

40

Gly

Val

Ser

Ala

10

90

105

113

Pro Glu Leu Val

Ser Gly Tyr Thr

25

His Gly Lys Ser

Glu Thr Phe Tyr

60

Asp Lys Ser Ser
75

Glu Asp Ser Ala

Tyr Trp Gly Gln

110

Lys Ser

Phe Thr
30

Leu Glu

45

Asn Gln

Asn Thr

Val Tyr

Gly Thr
110

Gly Ala
15

Asp Tyr

Trp Tle

Lys Leu

Val Phe
80

Tyr Cys
95

Thr Leu
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15

20

25
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Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala

Pro

<210> 118
<211> 112
<212> PRT

115

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 118
Asp
1

Glu

Leu

Tyr

Ser
65

Glu

Thr

<210> 119
<211> 131
<212> PRT

Ile

Thr

Ala

Gly

Gly

Asp

Phe

Gln

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Met

Thr

20

Tyr

Ala

Gly

Gly

Gly
100

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 119

Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala

1

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Thr Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Glu Tyr

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

5

Gln

Thr

Leu

Leu

Gln

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Lys

120

Pro Ala

Arg Ala

25

Gln Gly

40

Glu Gly

Ser Leu

Cys Gln

Leu Glu
105

114

Ser

10

Ser

Lys

Val

Lys

His

90

Ile

10

Leu

Glu

Ser

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Asn

Trp

Arg

125

Ala

Ile

Gln

45

Arg

Ser

Gly

Thr

Ser

Tyr

30

Leu

Ile

Leu

Ile

Val
110

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

15

Gly

Asn

Val

Gly

Ser

Trp

Ala



10

Thr

Gly

Arg

Met

Ala

Thr

Leu

<210> 120

<211> 117
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

Ile

Gly

50

Gly

Glu

Lys

Leu

Ala
130

His

35

Ile

Lys

Leu

Leu

Thr

115

Pro

20

Trp

Asn

Ala

Arg

Gly

100

Val

Val

Pro

Thr

Ser

85

Arg

Ser

ES 2812243 T3

Lys

Asn

Leu

70

Leu

Gly

Ser

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Tyr

Ala

Ser

40

Asp

Val

Ser

Tyr

Ser
120

25

His

Ala

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Gly

Val

Lys

Asp

90

Asp

Lys

Lys

Ser

Ser

75

Ser

Tyr

Gly

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 120

115

Ser

Tyr

60

Ser

Ala

Trp

Pro

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Ser
125

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gln

110

Val

Arg

Arg

Ala

Tyr

95

Gly

Phe

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Pro



10

15

Asp

Asp

Asn

Pro

Asp

Ser

Ile

Gln

Gly

Lys

50

Arg

Arg

Gln

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Val

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

ES 2812243 T3

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Leu

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Leu

15

His

Gln

Val

Lys

Gln

95

Gly

Arg

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Thr His Val Pro Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys

100

Arg Thr Val Ala Ala

<210> 121
<211> 134
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

115

105

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 121

116

110



10

Gln

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Thr

Gln

Val

<210> 122
<211> 112
<212> PRT

Val

Val

Ile

Asn

50

Asp

Gln

Arg

Gly

Phe
130

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr

115

Pro

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Ala

Thr

Leu

100

Thr

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 122

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

Ala

Gln

Cys

Lys

Ser

Leu

70

Pro

Gly

Thr

Pro

ES 2812243 T3

Pro

Lys

Gln

Asp

Thr

Thr

Tyr

Val

Gly

Thr

Arg

40

Ser

Val

Ser

Asp

Ser
120

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Ala

105

Ser

117

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Ser

Ala

Leu

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Ser

Tyr

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Phe

Thr

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Asp

Lys
125

Pro

Ile

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr

110

Gly

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Trp

Pro

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Ser



10

15

Asp

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

<210> 123
<211> 131
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

Ile

Thr

Ala

Gly

Gly

Asp

Phe

Val

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Met

Thr

20

Tyr

Ala

Gly

Gly

Gly
100

ES 2812243 T3

Thr Gln

Ile Thr

Gln Leu

Asn Leu

Thr Gln

70

Thr Tyr
85

Gly Thr

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Arg

Gln

40

Glu

Ser

Cys

Leu

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser Leu
10

Ser Glu

Lys Ser

Val Pro

Lys Ile
75

His Phe
90

Ile Lys

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 123

Gln Val

1

Ser Val

Thr Ile

Gly Gly

Gln

Lys

His

Leu

Ile

20

35

50

Arg Gly

65

Ile

Lys

Trp

Asn

Ala

Gln Gln Ser

Ser Cys Lys

Val Lys Gln

Pro Asn Asn

Gly

Thr

Ser

Pro

Ser

Glu Leu Val

10

25

40

55

Thr Leu Thr

70

Asp

Val

His

Ala

Asp

118

Gly Tyr Thr

Gly Lys Ser

Ile Ser Tyr

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Asn

Trp

Arg

Lys

Phe

Leu

Ala

Ile

Gln

45

Arg

Ser

Gly

Thr

Ser Val Gly

15

Tyr Se
30

r Asn

Leu Leu Val

Ile Se

r Gly

Leu Gln Ser

80

Ile Pro Trp

95

Val Al
110

Pro Gly

15

Thr Glu

30

45

60

Lys Ser Ser

75

Asn

Ser

Glu Arg

Gln Lys

Thr Ala

a Ala

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80



10

15

20

ES 2812243 T3

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

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

Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro
130

<210> 124
<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 124

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

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

Leu Ala Trp Tyr Gln Leu Lys Gln Gly Lys Ser Pro Gln Leu Leu Val

Tyr Gly Ala Ala Asn Leu Ala Glu Gly Val Pro Ser Arg Ile Ser Gly

Ser Gly Ser Gly Thr Gln Tyr Ser Leu Lys Ile Asn Ser Leu Gln Ser
65 70 75 80

Glu Asp Phe Gly Thr Tyr Tyr Cys Gln His Phe Trp Gly Ile Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

<210> 125

<211> 131

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

119



10

15

<400> 125

Glu

1

Ser

Thr

Gly

Arg

Met

Ala

Thr

Leu

<210> 126
<211> 113
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

Val

Val

Ile

Gly

50

Gly

Glu

Lys

Leu

Ala
130

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Leu

Thr

115

Pro

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Ala

Arg

Gly

100

Val

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Arg

Ser

ES 2812243 T3

Gln

Cys

Lys

Asn

Leu

70

Leu

Gly

Ser

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Tyr

Ala

Gly

Thr

Ser

40

Asp

Val

Ser

Tyr

Ser
120

Pro

Ser

25

His

Ala

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Glu

10

Gly

Gly

Ile

Lys

Asp

Asp

Lys

Leu

Tyr

Lys

Ser

Ser

75

Ser

Tyr

Gly

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 126

Asp Ile Val Leu Ile Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser

1

Gly Ser Val Ser Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser

20

5

25

10

Val

Thr

Ser

Tyr

60

Ser

Ala

Trp

Pro

Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Ser His Glu Ser Pro

35

40

120

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Ser
125

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Arg

110

Val

Gly

15

Glu

Arg

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Phe

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Val Thr Leu Gly

15

Ile Ser Asn Asn

30

Arg Leu Leu Ile

45



10

15

Lys

Ser
65

Glu

Tyr

Ala

<210> 127
<211>129
<212> PRT

Phe Ala

50

Gly Ser

Asp Phe

Thr Phe

Ser

Gly

Gly

Gly
100

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

Gln Ser

Thr Asp

Ile Tyr

85

Gly Gly

ES 2812243 T3

70

Ile Ser

55

Phe Thr

Phe Cys

Thr Lys

Gly

Leu

Gln

Leu
105

Ile

Thr

Gln

90

Glu

Pro Ser Arg Phe Arg Gly
60

Ile Asn Ser Val Glu Thr
75 80

Ser Asn Asn Trp Pro Gln
95

Leu Lys Arg Thr Val Ala
110

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 127

Glu

1

Ser

Tyr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Val

Val

Met

Asp

50

Asp

Gln

Arg

Val

Gln

Lys

Lys

35

Ile

Lys

Phe

Gly

Ser
115

Leu

Met

20

Trp

Asn

Ala

Asn

Leu

100

Ser

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Ala

Gln

Cys

Arg

Tyr

Leu

70

Leu

Phe

Ser

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Phe

Thr

Gly

Ala

Asn

40

Gly

Val

Ser

His

Lys
120

Pro

Ser

25

His

Asp

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

121

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Trp

Pro

Leu Val Lys Pro Gly Ala
15

Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
30

Lys Arg Leu Glu Trp Ile
45

Phe Tyr Asn Gln Lys Phe
60

Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
75 80

Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
95

Gly Gln Gly Thr Thr Leu
110

Ser Val Phe Pro Leu Ala
125



10

15

20

25

<210> 128
<211> 113
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2812243 T3

Pro

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 128

Asp Ile Val
1

Asp Ser Val

Leu His Trp
35

Lys Phe Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Tyr Thr Phe

Ala

<210> 129
<211> 130
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

Leu

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
100

Thr

Leu

Gln

Gln

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr Asp

Met
85

Gly

70

Tyr

Gly

Ser

Cys

Lys

Met

55

Phe

Phe

Thr

Pro

Arg

Ser

40

Ser

Thr

Cys

Lys

Ala

Ala

25

Gln

Gly

Leu

Gln

Leu
105

Asn

10

Ser

Glu

Thr

Thr

Gln

90

Glu

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Ser

Ile

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 129

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Asn

Asn

Lys

Val

Ile

Arg

45

Arg

Thr

Asn

Arg

Ile

Arg

30

Leu

Phe

Val

Trp

Thr
110

Pro

15

Asn

Leu

Thr

Glu

Pro

95

Val

Gly

Asn

Ile

Gly

Thr

80

Gln

Ala

Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Trp Lys Pro Gly Ala

1

5

122

10

15



10

Ser

Tyr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Ala

<210> 130
<211> 115
<212> PRT

Val

Met

Asp

50

Gly

Glu

Arg

Val

Pro
130

Lys

Lys

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Ser
115

Met

20

Trp

Asn

Ala

Asn

Leu

100

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Ala

ES 2812243 T3

Cys

Lys

Asn

Leu

70

Leu

Arg

Ala

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Phe

Ser

Ala

Ser

40

Gly

Val

Thr

Asp

Thr
120

Ser

25

His

Glu

Asp

Glu

Tyr

105

Lys

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Trp

Gly

Tyr

Lys

Phe

Ser

75

Ser

Gly

Pro

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 130

Gln

1

Thr

Asn

Leu

Ser
65

Ala

Val

Phe

Ile

50

Gly

Val

Thr

Ala

35

Gly

Ser

Val

Leu

20

Asn

Gly

Leu

Thr

Thr

Trp

Thr

Ile

Gln

Cys

Val

Ser

Gly
70

Glu

Arg

Gln

Asn

55

Asp

Ser

Ser

Glu

40

Arg

Lys

Ala

Ser

25

Lys

Ala

Ala

123

Leu

10

Thr

Pro

Pro

Ala

Thr

Gly

Asp

Gly

Leu
75

Thr

Ser

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Ser

Thr

Thr

His

Val

60

Thr

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Val
125

Ser

Val

Leu

45

Pro

Ile

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr

110

Phe

Pro

Thr

30

Phe

Ala

Thr

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

15

Thr

Thr

Arg

Gly

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Leu

Leu

Glu

Ser

Gly

Phe

Ala
80



ES 2812243 T3

Gln Thr Glu Asp Glu Ala Ile Tyr Phe Cys Val Leu Trp Cys Ser Asn
85 90 95

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

Lys Ala Ala
115

<210> 131

<211> 132

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 131

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Asp Leu Val Arg Pro Gly Thr
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

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

Gly Val Ile Asn Pro Gly Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Asp Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95

Ala Arg Thr Arg Asn Tyr Gly Tyr Val Ile Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125

Pro Leu Ala Pro
130

<210> 132
<211> 112
<212> PRT

124
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15

20

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2812243 T3

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 132

Asp
1

Asp

Val

Phe

Ser
65

Glu

Thr

<210> 133
<211>129
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

Ile

Arg

Ala

Trp

Gly

Asp

Phe

Val

Val

Trp

Pro

Ser

Leu

Gly

Met

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Asp

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Phe

Lys

His

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Phe

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

90

Ile

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Phe

Lys

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 133

125

Ser

Asp

Pro

Asp

Gly

Ser

Arg

Thr

Val

Lys

45

Arg

Asn

Ser

Thr

Ser

Gly

Leu

Phe

Val

Leu

Val
110

Val

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro

95

Ala

Gly

Ala

Ile

Gly

Ser

His

Ala



10

15

Gln Val Gln

Ser Val Lys

Phe Met Asn
35

Gly Arg Ile
50

Lys Asp Lys

65

Met Glu Leu Leu Ser Leu Thr Ser
85

Gly Arg Gly Leu Tyr Tyr Leu Asn

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Ala

100

Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys

115

Pro

<210> 134
<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

70

ES 2812243 T3

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Gly

Ala

Ser

40

Gly

Val

Pro

Ser

25

His

Glu

Asp

105

120

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

75

Leu

Phe

Lys

Phe

Ser

<223> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 134

126

Val

Ser

Ser

Phe

60

Ser

Lys

Phe

Pro

45

Asn

Asn

Asp Asp Ser Ala Val Tyr
90

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

110

Gly Pro Ser Val Phe Pro

125

Gly Ala

15

Ala Tyr

Trp Ile

Asn Phe

Ala His

80

Tyr Cys
95

Thr Leu

Leu Ala



10

Asp

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

<210> 135
<211>120
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

Ile

Arg

Val

Ser

50

Gly

Asp

Phe

Val

Val

Trp

35

Ala

Ser

Leu

Gly

Met

Ser

20

Phe

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Val

85

Gly

ES 2812243 T3

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

His

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu
105

Ile

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

90

Ile

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

His

Lys

<223> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 135

127

Ser

Asp

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Thr

Val

Asn

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Val

Ser

Val

15

Asn

Leu

Thr

Gln

Pro
95

Gly

Ile

Ile

Gly

Ala

80

Tyr



10

Gln

Ser

Gly

Gly

Ser

65

Lys

Asn

Gly

<210> 136
<211> 233
<212> PRT

Val

Leu

Val

Val

50

Arg

Leu

His

Ile

Gln

Ser

His

35

Ile

Leu

Asn

Tyr

Ser
115

<213> Homo sapiens

<400> 136

Val

1

Thr

Arg

Leu

Leu
65

Ala

His

Gly

Gly

50

Thr

Val

Ala

Ser

35

Asn

Ala

Leu Lys

Ile Thr
20

Trp Val

Trp Arg

Thr Ile

Ser Leu
85

Tyr Gly
100

Val Thr

Pro Val
5

Ala Val

20

Pro Leu

Arg Ser

Glu His

ES 2812243 T3

Gln

Cys

Arg

Gly

Thr

70

Lys

Ser

Val

Ser

Gly

Ile

Ser

Ser
70

Ser Gly

Thr Val

Gln Ser

40

Gly Ser

Lys Asp

Val Asp

Ser Asp

Ser Ser
120
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir un anticuerpo anti-FcCRH5 que se une a una regién especifica de isoforma c del dominio
extracelular de FcRH5c¢ y no se une significativamente a otro dominio de tipo Ig de FcRH5, comprendiendo dicho
método las etapas de:

(a) cultivar una célula hospedadora que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica el anticuerpo
anti-FcRH5 en condiciones adecuadas para la expresion de dicho anticuerpo; y

(b) recuperar el anticuerpo anti-FcRH5 de la célula hospedadora o del medio de la célula hospedadora,

en donde la regién especifica de la isoforma ¢ del dominio extracelular de FCRH5c se selecciona del grupo que
consiste en:

(i) amino&cidos 745-850 of SEQ ID NO: 1,
(ii)) aminoacidos 745-851 of SEQ ID NO: 1;
(iii) aminoacidos 752-834 of SEQ ID NO: 1;y
(iv) aminoacidos 754-835 of SEQ ID NO: 1.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la secuencia de acido nucleico codifica una secuencia de
aminoacidos que comprende el VL y una secuencia de aminoacidos que comprende el VH del anticuerpo anti-FCRH5.

3. El método de la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en el que la secuencia de acido nucleico es parte de uno o
mas vectores de expresion.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la célula hospedadora comprende (1) un vector que
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende el VL del
anticuerpo anti-FCRH5 y una secuencia de aminoacidos que comprende el VH del anticuerpo anti-FCRH5 o (2) un
primer vector que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que
comprende el VL del anticuerpo anti-FcCRH5 y un segundo vector que comprende una secuencia de acido nucleico
que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende el VH del anticuerpo anti-FcRH5.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la célula hospedadora es una célula
eucariota o una célula linfoide.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la célula eucariota es una célula de ovario de hamster chino
(CHO).

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la célula linfoide es una célula YO, NSO o Sp20.
8. Un anticuerpo anti-FcRH5 producido mediante el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

9. El anticuerpo anti-FcRH5 aislado de acuerdo con la reivindicacion 8 que se une a una region especifica de isoforma
¢ del dominio extracelular de FcRH5¢c mostrada como los aminoacidos 745-850 de SEQ ID NO: 1.

10. El anticuerpo anti-FcRH5 aislado de acuerdo con la reivindicacion 8 que se une a una region especifica de isoforma
¢ del dominio extracelular de FcRH5c mostrada como los aminoacidos 745-850 de SEQ ID NO: 1.

11. El anticuerpo anti-FcRH5 aislado de acuerdo con la reivindicaciéon 8 que se une a una region especifica de isoforma
¢ del dominio extracelular de FcRH5¢c mostrada como los aminoacidos 752-834 de SEQ ID NO: 1.

12. El anticuerpo anti-FcRH5 aislado de acuerdo con la reivindicacion 8 que se une a una region especifica de isoforma
¢ del dominio extracelular de FcRH5¢c mostrada como los aminoacidos 754-835 de SEQ ID NO: 1.

13. El anticuerpo anti-FcRH5 de una cualquiera de las reivindicaciones 8-12, en donde el anticuerpo anti-FCRH5 es:

(a) un anticuerpo monoclonal;

(b) un anticuerpo humano, humanizado o quimérico;

(c) un fragmento de anticuerpo que se une a FcRHS5;

(d) un anticuerpo 1gG1, IgG2a o IgG2b;

(e) un anticuerpo biespecifico, opcionalmente en donde el anticuerpo biespecifico se une a FcRH5 y CD3; y/o

(f) esta conjugado con una marca, en donde opcionalmente la marca es un emisor de positrones y opcionalmente
el emisor de positrones es 89Zr.

14. El anticuerpo anti-FcRH5 de una cualquiera de las reivindicaciones 8-13, en donde el anticuerpo anti-FCRH5 tiene
una o mas de las siguientes caracteristicas: (a) reacciona de forma cruzada con FcCRH5 humana y de cino de longitud
completa, (b) no reacciona de forma cruzada con FcRH1, FcRH2, FcRH3 y/o FcRH4, (c) se une a FcRH5 enddgena
y (d) no reacciona de forma cruzada con FcRH5a.
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15. Un acido nucleico aislado que codifica el anticuerpo anti-FcRH5 de una cualquiera de las reivindicaciones 8-14.
16. Una célula hospedadora que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 15.

17. Un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo anti-FCRH5 de una cualquiera de las reivindicaciones 8-14 y
un agente citotoxico, opcionalmente en donde el inmunoconjugado tiene la férmula Ab-(L-D)p, en la que:

(a) Ab es el anticuerpo anti-FcRH5 de una cualquiera de las reivindicaciones 8-14;

(b) L es un conector;

(c) D es un farmaco seleccionado de un maitansinoide, una auristatina, una caliqueamicina, una
pirrolobenzodiazepina y un derivado de nemorubicina; y

(d) p oscila de 1-8 y preferentemente de 2-5.

18. El inmunoconjugado de la reivindicacién 17, en el que el conector es escindible por una proteasa o es labil en
acido.

19. Una formulacién farmacéutica que comprende el anticuerpo anti-FCRH5 de una cualquiera de las reivindicaciones
8-14 y/o el inmunoconjugado de las reivindicaciones 17 o 18 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, y
opcionalmente que comprende ademas un agente terapéutico adicional.

20. El anticuerpo anti-FCRH5 de una cualquiera de las reivindicaciones 8-14 y/o el inmunoconjugado de las
reivindicaciones 17 o0 18 para su uso en un método de tratamiento de un individuo que tiene un cancer FcRH5-positiva,
comprendiendo el método administrar al individuo una cantidad eficaz del anticuerpo anti-FcCRH5 y/o del
inmunoconjugado, en donde el cancer FcRH5-positiva es opcionalmente un trastorno proliferativo de linfocitos B y el
método comprende opcionalmente ademas administrar un agente terapéutico adicional al individuo.

21. El anticuerpo anti-FCRH5 de una cualquiera de las reivindicaciones 8-14 y/o el inmunoconjugado de las
reivindicaciones 17 o 18 para su uso en un método de inhibicion de la proliferacion de una célula FcRH5-positiva, en
donde el método comprende exponer la célula FcRH5-positiva al anticuerpo anti-FcCRHS y/o al inmunoconjugado en
condiciones permisivas para la unién del anticuerpo anti-FcRH5 y/o del inmunoconjugado a FcRH5 sobre la superficie
de la célula FcRH5-positiva, inhibiendo asi la proliferaciéon de la célula FcRH5-positiva, en donde opcionalmente la
célula FcRH5-positiva es un linfocito B.

22. El anticuerpo anti-FcCRH5 de una cualquiera de las reivindicaciones 8-14 para su uso en un método de deteccion
de FcRH5 humana en una muestra bioldgica, en donde el método comprende poner en contacto la muestra bioldgica
con el anticuerpo anti-FcRH5 en condiciones permisivas para la unién del anticuerpo anti-FCRH5 a una FcRH5 humana
que existe de forma natural y detectar si se forma en la muestra bioldgica un complejo entre el anticuerpo anti-FcCRH5
y una FcRH5 humana que existe de forma natural, en donde opcionalmente la muestra biolégica es una muestra de
sangre.

23. El anticuerpo anti-FCRH5 de una cualquiera de las reivindicaciones 8-14 para su uso en un método de deteccion
de un cancer FcRH5-positiva, en donde el método comprende (i) administrar el anticuerpo anti-FcRH5 a un sujeto que
tiene o que se sospecha que tiene un cancer FcRH5-positiva, en donde el anticuerpo anti-FcRHS es un anticuerpo
anti-FcRH5 marcado y (ii) detectar el anticuerpo anti-FcRH5 marcado en el sujeto, en donde la deteccién del anticuerpo
anti-FcRH5 marcado indica un cancer FcRH5-positiva en el sujeto y en donde opcionalmente el anticuerpo anti-FcRH5
marcado comprende un anticuerpo anti-FcRH5 conjugado con un emisor de positrones y opcionalmente el emisor de
positrones es 8Zr.
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