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ANTICUERPO PD-1, FRAGMENTO DE UNION AL ANTIGENO DE ESTE Y USO
MEDICO DE ESTE

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un anticuerpo PD-1, a un fragmento de unién al
antigeno de PD-1, a un anticuerpo quimeérico y anticuerpos humanizados que
comprenden la CDR del anticuerpo PD-1, asi como una composicion farmacéutica
gue comprende el anticuerpo PD-1 y el fragmento de unién al antigeno de este, asi

COMO Su uso como un farmaco anticanceroso.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La inmunoterapia tumoral ha sido un punto clave en el area terapéutica tumoral
durante mucho tiempo, y la inmunoterapia de cancer asociado con los linfocitos T se
encuentra en el punto central. La inmunoterapia tumoral afecta a los tumores al
utilizar completamente y movilizar linfocitos T citotoxicos en pacientes con tumores;
puede ser la forma mas eficaz y segura de tratar el cancer. Al mismo tiempo, el
escape de los tumores es un obstaculo considerable al que se enfrenta la
inmunoterapia tumoral, en la cual las células cancerigenas promueven un crecimiento

rapido del tumor mediante su efecto de inhibicién sobre el sistema inmunitario.

Hay una relacion extremadamente compleja entre el mecanismo de escape
inmunitario del tumor y la respuesta inmunitaria del cuerpo a los tumores. En una
etapa temprana de la inmunoterapia tumoral, los linfocitos T citotoxicos especificos
del tumor tienen actividad bioldgica, pero pierden la funcién citotéxica en la etapa
tardia del crecimiento tumoral. Es asi que la inmunoterapia tumoral es para potenciar
en gran medida la respuesta del sistema inmunitario del propio paciente al tumor. La
clave de la inmunoterapia tumoral es no solo activar la respuesta del sistema
inmunitario existente, sino también mantener la duracién e intensidad de la respuesta

del sistema inmunitario.

La activacion de los linfocitos T humanos in vivo se lleva a cabo mediante un sistema
de dos vias de sefalizacién que no solo precisa administrar un péptido de antigeno
MHC mediante células que contienen antigenos a linfocitos T para proporcionar una
primera sefial, sino que también requiere una serie de moléculas coestimulantes para

proporcionar una segunda sefal, y luego los linfocitos T presentan una respuesta



inmunitaria normal. Este sistema de doble sefalizacion desempefia un papel vital en
el balance del sistema inmunitario, y regula estrictamente las distintas respuestas
inmunitarias estimuladas por antigenos endogenos y exdgenos. La ausencia de una
segunda sefal proporcionada por moléculas coestimulantes no produce ninguna
respuesta ni respuesta inmunitaria sostenida especifica de los linfocitos T, lo que lleva
a la tolerancia. Por lo tanto, la segunda via de sefalizacion desempefia un papel

crucial en el proceso completo de la respuesta inmunitaria.

La muerte programada-1 (PD-1), que se hallé en 1992, es un receptor de proteinas
gue se expresa en la superficie de los linfocitos T, y se ve implicado en la apoptosis
celular. La PD-1 pertenece a la familia CD28, presenta 23 % de homologia en la
secuencia de aminoacidos con el antigeno asociado con linfocitos T citotdxicos 4
(CTLA-4), pero se expresa principalmente en linfocitos T activados, linfocitos B y
células mieloides, que son distintas de los CTLA. La PD-1 tiene dos ligandos, PD-L1y
PD-L2, respectivamente. El PD-L1 se expresa principalmente en linfocitos T, linfocitos
B, macréfagos y células dendriticas (DC), y la expresion se regula por incremento en
las células activadas. La expresion de PD-L2 se limita principalmente a células que
presentan antigenos, tales como células dendriticas y macréfagos activados.

Nuevos estudios han detectado una expresion elevada de la proteina PD-L1 en
tejidos tumorales humanos tales como cancer de mama, cancer de pulmén, cancer
de estbmago, cancer intestinal, cancer renal, melanoma y otros, y los niveles de
expresion de PD-L1 se vinculan estrechamente a la afeccion clinica y a la prognosis
de los pacientes. Debido a que PD-L1 inhibe la proliferacion de linfocitos T mediante
la segunda via de sefializacion, el bloqueo de la unién de PD-L1/PD-1 se torna un

objetivo muy prometedor en el campo de la inmunoterapia tumoral.

En la actualidad, hay varias empresas farmacéuticas multinacionales dedicadas a los
anticuerpos monoclonales contra PD-1, que maximizan la respuesta inmunitaria
propia de los pacientes contra el tumor al bloquear la union de PD-L1/PD-1, y logran
posteriormente el propdsito de la muerte de las células tumorales, tal como en
W02009114335. En los resultados clinicos de los anticuerpos monoclonales PD-1 de
BMS y Merck, se han observado determinadas tasas de respuesta en cancer de
pulmén no microcitico, melanoma y carcinoma renal, y la tasa de respuesta presento
prominentemente una relevancia elevada con la expresion de PD-L1 en tumores, lo

que sugirié que el anticuerpo PD-1 provoca un efecto positivo sobre los tumores.



La presente invencién proporciona un anticuerpo PD-1 con afinidad elevada,

selectividad elevada y actividad biologica elevada.

COMPENDIO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona un anticuerpo PD-1 o un fragmento de union al
antigeno de este, que comprende:

una region variable de cadena ligera que comprende al menos una LCDR que se
selecciona de las secuencias que se muestran en: SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 o
SEQ ID NO: 8;y

una region variable de cadena pesada que comprende al menos una HCDR que se
selecciona de las secuencias que se muestran en: SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 o
SEQ ID NO: 5.

En una modalidad preferida de la presente invencion, se proporciona un anticuerpo
PD-1 o un fragmento de unién al antigeno de este, donde la regién variable de

cadena ligera comprende una LCDR1 tal como se muestra en la SEQ ID NO: 6.

En una modalidad preferida de la presente invencion, se proporciona un anticuerpo
PD-1 o un fragmento de unién al antigeno de este, donde la regién variable de

cadena ligera comprende una LCDR2 tal como se muestra en la SEQ ID NO: 7.

En una modalidad preferida de la presente invencion, se proporciona un anticuerpo
PD-1 o un fragmento de unién al antigeno de este, donde la regién variable de

cadena ligera comprende una LCDR3 tal como se muestra en la SEQ ID NO: 8.

En una modalidad preferida de la presente invencion, se proporciona un anticuerpo
PD-1 o un fragmento de unién al antigeno de este, donde la regién variable de

cadena pesada comprende una HCDRL1 tal como se muestra en la SEQ ID NO: 3.

En una modalidad preferida de la presente invencion, se proporciona un anticuerpo
PD-1 o un fragmento de unién al antigeno de este, donde la regién variable de

cadena pesada comprende una HCDR2 tal como se muestra en la SEQ ID NO: 4.

En una modalidad preferida de la presente invencion, se proporciona un anticuerpo
PD-1 o un fragmento de unién al antigeno de este, donde la regién variable de

cadena pesada comprende una HCDR3 tal como se muestra en la SEQ ID NO: 5.



En una modalidad preferida de la presente invencion, se proporciona un anticuerpo
PD-1 o un fragmento de unién al antigeno de este, donde la regién variable de
cadena ligera comprende una LCDR1, una LCDR2 y una LCDR3 tal como se muestra
en la SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7y SEQ ID NO: 8, respectivamente.

En una modalidad preferida de la presente invencion, se proporciona un anticuerpo
PD-1 o un fragmento de unién al antigeno de este, donde la regién variable de
cadena pesada comprende una HCDR1, una HCDR2 y una HCDR3 tal como se
muestra en la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5, respectivamente.

En una modalidad preferida de la presente invencion, se proporciona un anticuerpo
PD-1 o un fragmento de unién al antigeno de este, donde la regién variable de
cadena ligera comprende una LCDR1, una LCDR2 y una LCDR3 tal como se muestra
en la SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8, respectivamente; y donde la
region variable de cadena pesada comprende una HCDR1, una HCDR2 y una
HCDR3 tal como se muestra en la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5,

respectivamente.

En una modalidad preferida de la presente invencion, de acuerdo con el anticuerpo
PD-1 o el fragmento de union al antigeno de este proporcionado en la presente, el

anticuerpo es un anticuerpo murino o un fragmento de este.

En una modalidad preferida de la presente invencion, de acuerdo con el anticuerpo
murino o el fragmento de este proporcionado en la presente, la region variable de
cadena ligera comprende ademas la FR de cadena ligera de la cadena A, kK murina o

una variante de esta.

En una modalidad preferida de la presente invencion, el anticuerpo murino o el
fragmento de este proporcionado en la presente comprende ademdas una region

constante de cadena ligera de la cadena A, K murina 0 una variante de esta.

En una modalidad preferida de la presente invencion, de acuerdo con el anticuerpo
murino o el fragmento de este proporcionado en la presente, la regién variable de
cadena pesada comprende ademas la FR de cadena pesada de IgG1, 1gG2, 1gG3,

IgG4 murina 0 una variante de esta.



En una modalidad preferida de la presente invencion, el anticuerpo murino o el
fragmento de este proporcionado en la presente comprende ademas una region
constante de cadena pesada de 1gG1, 1gG2, 1gG3, IgG4 murina o una variante de

esta.

En una modalidad preferida de la presente invencion, de acuerdo con el anticuerpo
PD-1 o fragmento de union al antigeno proporcionado en la presente, el anticuerpo es

un anticuerpo quimérico o un fragmento de este.

En una modalidad preferida de la presente invencion, de acuerdo con el anticuerpo
quimérico PD-1 o el fragmento de este proporcionado en la presente, la secuencia de

region variable de cadena ligera del anticuerpo quimérico es la SEQ ID NO: 10.

En una modalidad preferida de la presente invencién, de acuerdo con el anticuerpo
quimérico PD-1 o el fragmento de este proporcionado en la presente, la secuencia de

region variable de cadena pesada del anticuerpo quimeérico es la SEQ ID NO: 9.

En una modalidad preferida de la presente invencién, el anticuerpo quimérico PD-1 o
el fragmento de este proporcionado en la presente comprende ademas una region

constante de cadena ligera de la cadena A, K humana o una variante de esta.

En una modalidad preferida de la presente invencién, el anticuerpo quimérico PD-1 o
el fragmento de este proporcionado en la presente comprende ademas una region
constante de cadena pesada de IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4 humana o una variante de
esta, preferentemente comprende una regién constante de cadena pesada de 1gG2 o
IgG4 humana, o la de IgG1 que no tiene ADCC (citotoxicidad mediada por células

dependientes del anticuerpo) luego de la mutacion de aminoacidos.

En una modalidad preferida de la presente invencién, de acuerdo con el anticuerpo
PD-1 o el fragmento de unién al antigeno proporcionado en la presente, el anticuerpo

es un anticuerpo humanizado o un fragmento de este.

En una modalidad preferida de la presente invencién, de acuerdo con el anticuerpo
humanizado PD-1 o el fragmento de este proporcionado en la presente, la region
variable de cadena ligera del anticuerpo humanizado comprende ademas la FR de

cadena ligera de la cadena A, K humana o una variante de esta.



En una modalidad preferida de la presente invencién, de acuerdo con el anticuerpo
humanizado PD-1 o el fragmento de este proporcionado en la presente, la secuencia
de FR de cadena ligera de la region variable de cadena ligera del anticuerpo
humanizado se deriva de una secuencia de combinacién de las cadenas ligeras de
linea germinal humana IGKV1-39 y JK4, tal como se muestra en la SEQ ID NO: 14,
que comprende FR1, FR2 y FR3 de IGKV 1-39 y FR4 de JKA4.

En una modalidad preferida de la presente invencién, de acuerdo con el anticuerpo
humanizado PD-1 o el fragmento de este proporcionado en la presente, la secuencia
de la cadena ligera del anticuerpo humanizado se muestra en la SEQ ID NO: 12 o

una variante de esta.

En una modalidad preferida de la presente invencién, de acuerdo con el anticuerpo
humanizado PD-1 o el fragmento de este proporcionado en la presente, la variante de
la region variable de cadena ligera del anticuerpo humanizado comprende una
mutacion de 0-10 aminoacidos en la regidbn variable de cadena ligera,

preferentemente A43S.

En una modalidad preferida de la presente invencién, el anticuerpo humanizado PD-1
o el fragmento de este proporcionado en la presente comprende ademas una region

constante de cadena ligera de la cadena A, Kk humana o una variante de esta.

En una modalidad preferida de la presente invencion, de acuerdo con el anticuerpo
humanizado PD-1 o el fragmento de este proporcionado en la presente, la region
variable de cadena pesada comprende ademas una FR de cadena pesada de IgG1,
19G2, 1gG3, 1gG4 humana o una variante de esta.

En una modalidad preferida de la presente invencion, de acuerdo con el anticuerpo
humanizado PD-1 o fragmento de este proporcionado en la presente, la secuencia de
FR de cadena pesada de la regién variable de cadena pesada del anticuerpo
humanizado se deriva de una secuencia de combinacion de las cadenas pesadas de
linea germinal humana IgHV3 y JH6, tal como se muestra en la SEQ ID NO: 13, que
comprende FR1, FR2 y FR3 de IgHV3-7 y FR4 de JH6.

En una modalidad preferida de la presente invencion, de acuerdo con el anticuerpo
humanizado PD-1 o el fragmento de este proporcionado en la presente, la secuencia

de la cadena pesada del anticuerpo humanizado se muestra en la SEQ ID NO: 11 o



una variante de esta; donde la variante comprende preferentemente una mutacion de
0-10 aminoacidos en la region variable de cadena pesada, mas preferentemente
G44R.

En una modalidad preferida de la presente invencién, el anticuerpo humanizado PD-1
o el fragmento de este proporcionado en la presente comprende ademas una region
constante de cadena pesada de IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4 humana o una variante de
esta, y comprende preferentemente una region constante de cadena pesada de 1gG2
0 lgG4 humana que no tiene ADCC, o la de IgG1 que no tiene ADCC (citotoxicidad
mediada por células dependientes del anticuerpo) luego de la mutacion de
aminoacidos. La variante es preferentemente una mutacion de regién constante de
cadena pesada que provoca deficiencia o atenuacion de ADCC, y mas
preferentemente N297A, L234A, L235A de quimera de 1gG2/4, 1gG1, y F235E o
L234A/E235A de 1gG4.

En una modalidad preferida de la presente invencion, de acuerdo con el anticuerpo
PD-1 o el fragmento de union al antigeno proporcionado en la presente, el fragmento
de union al antigeno es Fab, Fv, sFv o F(ab’),.

La presente invencion proporciona ademas una molécula de ADN que codifica el

anticuerpo PD-1 o el fragmento de unién al antigeno descrito anteriormente.

La presente invencion proporciona ademas un vector de expresion que comprende la

molécula de ADN tal como se describié anteriormente.

La presente invencion proporciona ademas una célula hospedadora transformada

con el vector de expresion tal como se describié anteriormente.

En una modalidad preferida de la presente invencion, de acuerdo con la célula
hospedadora proporcionada en la presente, la célula hospedadora es una bacteria,
preferentemente E. coli.

En una modalidad preferida de la presente invencion, la célula hospedadora

proporcionada en la presente es una levadura, preferentemente Pichia pastoris.

La presente invencion proporciona ademas una composicion farmacéutica que

comprende el anticuerpo PD-1 o el fragmento de unién al antigeno de este tal como



se describe en la presente y un excipiente, portador o diluyente farmacéuticamente

aceptable.

La presente invencion proporciona ademas el uso del anticuerpo PD-1
antemencionado o el fragmento de unién al antigeno, o la composicién farmacéutica
que lo contiene, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una
enfermedad o trastorno mediado por PD-1; donde la enfermedad es preferentemente
cancer, mas preferentemente cancer que expresa PD-L1; y el céncer es
preferentemente cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de estbmago, cancer
intestinal, cancer renal, melanoma y, mas preferentemente, cancer de pulmoén no

microcitico, melanoma y cancer renal.

La presente invencién proporciona ademas un método para el tratamiento y la
prevencion de la enfermedad o trastorno mediado por PD-1, que comprende
administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz del
anticuerpo PD-1 o del fragmento de union al antigeno de este de acuerdo con la
invencién, o la composicion farmacéutica que lo comprende; donde la enfermedad es
preferentemente cancer, mas preferentemente cancer que expresa PD-L1; el cancer
es preferentemente cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de estbmago, cancer
intestinal, cancer renal, melanoma, cancer de pulmon no microcitico y, mas

preferentemente, cancer de pulmdn no microcitico, melanoma y cancer renal.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: ensayo de proliferacion de células mononucleares de sangre periférica
humana. Los resultados muestran que el anticuerpo PD-1 mAbOO5 evaluado puede
estimular de forma eficaz la proliferacion de las células mononucleares de sangre

periférica humana, con una EC50 de 83 ng/ml.

Figura 2: evaluacion de secrecion de la citocina IFN-y de células mononucleares de
sangre periférica humana. Los resultados muestran que el anticuerpo PD-1 mAb005
evaluado puede estimular la proliferacion de PBMC, y estimular al mismo tiempo de

forma eficaz la secrecion de la citocina IFN-y, con una EC50 de 13 ng/ml.

Figura 3: efecto de inhibicion del anticuerpo PD-1 H005-1 sobre el crecimiento de

células de glioma.



Figura 4: diagrama que muestra el cambio del volumen tumoral después del

tratamiento.

Figura 5: diagrama que muestra el cambio del peso de los ratones después del

tratamiento.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

1. Definiciones

Con la finalidad de comprender mas facilmente la invencion, se definen de forma
especifica determinados términos técnicos y cientificos a continuacién. A menos que
se defina de forma especifica en otra parte de este documento, el resto de los
términos técnicos y cientificos utilizados en la presente tienen el significado que le
otorgue comunmente un experto en la técnica a la que pertenece la presente

invencion.

Tal como se usa en la presente, el codigo de una letra y el codigo de tres letras de los

aminoacidos son los que se describen en J. biol. chem, 243, (1968) p3558.

Tal como se usa en la presente, “anticuerpo” se refiere a la inmunoglobulina, una
estructura de cadena de cuatro péptidos conectados entre si mediante enlaces
disulfuro entre dos cadenas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas.
Distintas regiones constantes de cadena pesada de inmunoglobulina presentan
distintas composiciones de aminoacidos y 6rdenes de clasificacion, por lo que
presentan distintos tipos de antigenicidad. Por consiguiente, las inmunoglobulinas
pueden dividirse en cinco categorias, 0 denominarse isotipos de inmunoglobulina, a
saber, IgM, IgD, 1gG, IgA e IgE, sus cadenas pesadas son la cadena p, cadena 90,
cadena y, cadena a y cadena g, respectivamente. De acuerdo con su composicion de
aminoacidos de la region bisagra y la cantidad y ubicacion de los enlaces disulfuro de
la cadena pesada, el mismo tipo de Ig puede dividirse en distintas subcategorias, por
ejemplo, la IgG puede dividirse en IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. La cadena ligera puede
dividirse en la cadena kK 0 A, teniendo en cuenta las distintas regiones constantes.

Cada una de las cinco Ig puede tener una cadena kK o0 A.



10

En la presente invencion, la region variable de cadena ligera del anticuerpo
mencionado en la presente comprende ademas una region constante de cadena

ligera, que comprende una cadena A, K murina o una variante de esta.

En la presente invencién, la region variable de cadena pesada del anticuerpo
mencionado en la presente comprende ademas una region constante de cadena

pesada, que comprende IgG1, 2, 3, 4 humana o murina, 0 una variante de esta.

Cerca de la secuencia del extremo N de las cadenas pesadas y cadenas ligeras del
anticuerpo, la secuencia de alrededor de 110 aminoacidos, conocida como la region
variable (region V) varia en gran medida; el resto de la secuencia de aminoacidos
cerca del extremo C es relativamente estable, y se conoce como la regidén constante
(region C). La region variable comprende tres regiones hipervariables (HVR) y cuatro
regiones marco (FR) de secuencia relativamente conservada. Las tres regiones
hipervariables determinan la especificidad del anticuerpo, y también se conocen
como regiones determinantes de la complementariedad (CDR). Cada region variable
de cadena ligera (LCVR) y cada region variable de cadena pesada (HCVR) esta
compuesta por tres CDR y cuatro FR, donde el orden secuencial desde el extremo
amino al extremo carboxilo es: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. Las tres
CDR de la cadena ligera se refieren a LCDR1, LCDR2 y LCDR3; las tres CDR de
cadena pesada se refieren a HCDR1, HCDR2 y HCDR3. La cantidad y ubicacion de
los residuos de aminoacido de las CDR en LCVR y HCVR del anticuerpo o del
fragmento de union al antigeno de la presente se corresponden con criterios
conocidos de numeracion de Kabat (LCDR1-3, HCDEZ2-3) o se corresponden con

criterios de numeracion de Kabat y Chothia (HCDR1).

La expresion “anticuerpo murino” en la presente invencion se refiere al anticuerpo
monoclonal antihumano PD-1 preparado de acuerdo con el conocimiento y
habilidades de la técnica. Durante la preparacién, se inyectd a un sujeto de prueba
con el antigeno PD-1, y luego se separ6 el hibridoma que expresaba el anticuerpo
que posee las caracteristicas funcionales o secuencia deseada. En una modalidad
preferida de la presente invencion, el anticuerpo PD-1 murino o el fragmento de union
al antigeno de este comprende ademas una region constante de cadena ligera de
cadena A, K murina 0 una variante de esta, o comprende ademas una region
constante de cadena pesada de IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4 murina, 0 una variante de

esta.
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La expresion “anticuerpo quimeérico” es un anticuerpo que se forma al fusionar la
region variable de un anticuerpo murino con la regién constante de un anticuerpo
humano, donde el anticuerpo quimérico puede aliviar la respuesta inmunitaria
inducida por el anticuerpo murino. Para establecer un anticuerpo quimeérico, se
establece primero un hibridoma que secreta un anticuerpo monoclonal murino
especifico, se clona un gen de region variable a partir de células de hibridoma de
raton, luego se clona un gen de region constante de un anticuerpo humano segun se
desee, el gen de region variable de raton se liga con el gen de regidon constante
humano para formar un gen quimérico que pueda insertarse en un vector humano vy,
finalmente, la molécula de anticuerpo quimérico se expresa en el sistema industrial
eucariota o procariota. En una modalidad preferida de la presente invencion, la region
variable de cadena ligera del anticuerpo quimérico PD-1 comprende ademas la FR de
cadena ligera de la cadena A, Kk murina o una variante de esta, y la secuencia de la
region variable de cadena ligera se muestra en la SEQ ID NO: 10. La region variable
de cadena pesada del anticuerpo quimérico PD-1 comprende ademas la FR de
cadena pesada de IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4 murina o una variante de esta, y la
secuencia de la region variable de cadena pesada se muestra en la SEQ ID NO: 10.
La region constante de un anticuerpo humano se selecciona de la regién constante
de cadena pesada de IgGl, 1gG2, 1gG3 o IgG4 humana o una variante de esta,
preferentemente comprende la region constante de cadena pesada de 1gG2 o IgG4
humana, o la de IgGl que no tiene ADCC (citotoxicidad mediada por células

dependientes del anticuerpo) luego de la mutacion de aminoacidos.

La expresion “anticuerpo humanizado”, también conocido como anticuerpo con injerto
de CDR, se refiere a un anticuerpo generado mediante el injerto de secuencias CDR
murinas en un marco de region variable de un anticuerpo humano, a saber, una
secuencia de marco de anticuerpo de linea germinal humana de un tipo distinto. El
anticuerpo humanizado supera la respuesta potente del anticuerpo inducida por el
anticuerpo quimérico que porta una gran cantidad de componentes de proteina
murina. Dichas secuencias marco pueden obtenerse a partir de bases de datos de
ADN publicas que abarcan secuencias génicas de anticuerpos de linea germinal o
referencias publicadas. Por ejemplo, las secuencias de ADN de linea germinal de
genes de region variable de cadena ligera y pesada humana pueden hallarse en la
base de datos de secuencias de lineas germinales humanas “VBase” (disponible en

la web www.mrccpe.com.ac.uk/vbase), asi como en Kabat, EA, et al., 1991

Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5@ Ed. En una modalidad preferida

de la invencion, las secuencias de CDR murina del anticuerpo humanizado PD-1 se
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seleccionan de las SEQ ID NO: 3, 4, 5, 6, 7, 8. Los marcos de region variable de
anticuerpo humano se designaron y seleccionaron de forma tal que la secuencia de
FR de cadena ligera de la region variable de cadena ligera del anticuerpo se derive
de la secuencia de combinacion de las cadenas ligeras de linea germinal humana
IGKV1-39 y JK4. SEQ ID NO: 14, que comprende FR1, FR2 y FR3 de IGKV 1-39 y
FR4 de JK4; la secuencia de FR de cadena pesada de la region variable de cadena
pesada del anticuerpo se deriva de la secuencia de combinacion de las cadenas
pesadas de linea germinal humana IgHV3-7 y JH6: SEQ ID NO: 13, que comprende
FR1, FR2 y FR3 de IgHV3-7 y FR4 de JH6. Para evitar la disminucion de la actividad
durante la reduccion de inmunogenicidad, la region variable del anticuerpo humano

se somete a una retromutacion minima para mantener la actividad.

Tal como se usa en la presente, “fragmento de unién al antigeno” se refiere a un
fragmento Fab, un fragmento Fab’, un fragmento F(ab’)2 con actividad de union a
antigenos, asi como un fragmento Fv, fragmento sFv que se une a la PD-1 humana;
gue comprende una o mas regiones CDR de los anticuerpos descritos en la presente
invenciéon seleccionados del grupo que consiste en la SEQ ID NO:3 a la SEQ ID
NO:8. El fragmento Fv es un fragmento de anticuerpo minimo que comprende una
region variable de cadena pesada, una region variable de cadena ligera y todos los
sitios de union al antigeno sin una region constante. Generalmente, un anticuerpo Fv
comprende ademas un enlazador polipeptidico entre los dominios VH y VL, y es
capaz de formar una estructura necesaria para la union al antigeno. A su vez, pueden
utilizarse distintos enlazadores para conectar las regiones variables de dos
anticuerpos para formar un polipéptido, denominado anticuerpo de cadena sencilla o
Fv de cadena sencilla (sFv). Tal como se usa en la presente, la expresién “uniéon con
PD-1" significa interaccién con PD-1 humana. Tal como se usa en la presente, la
expresion “determinante antigénico” de la presente invencion se refiere a sitios
tridimensionales discontinuos del antigeno, a saber, el anticuerpo o fragmento de

union al antigeno de la presente invencion.

Tal como se usa en la presente, el término “ADCC”, a saber, citotoxicidad mediada
por células dependientes del anticuerpo, se refiere a las células que expresan
receptores Fc y directamente matan células objetivo recubiertas por un anticuerpo
mediante el reconocimiento del segmento de Fc del anticuerpo. La funcion efectora
de ADCC del anticuerpo puede reducirse o eliminarse mediante la modificacion del
segmento de Fc en la IgG. La modificacion se refiere a mutaciones de la region

constante de cadena pesada del anticuerpo, tales como mutaciones seleccionadas
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de N297A, L234A, L235A en IgGl; quimera de 1gG2/4; F235E, o mutaciones
L234A/E235A en IgG4.

Tal como se usa en la presente, la proteina de fusion descrita en la presente
invencion es un producto de proteina obtenido mediante la coexpresion de dos genes
mediante tecnologia de ADN recombinante. La proteina de fusion de Fc del dominio
extracelular de PD-1 recombinante se obtiene mediante la coexpresion de un dominio
extracelular de PD-1 y un fragmento Fc de anticuerpo humano mediante tecnologia
de ADN recombinante. EI dominio extracelular de PD-1 se refiere al resto de PD-1 por
fuera de la citomembrana, donde la secuencia es la region copiada de la SEQ ID NO:

1 que figura mas adelante.

Los métodos para la produccion y purificacion de anticuerpos y fragmentos de union
al antigeno son conocidos en la técnica y pueden hallarse, por ejemplo, en Antibody
Experimental Technology Guide of Cold Spring Harbor, Capitulos 5-8 y 15. Por
ejemplo, los ratones pueden inmunizarse con PD-1 humana, o fragmentos de esta, y
los anticuerpos resultantes pueden renaturalizarse, purificarse y secuenciarse
mediante el uso de métodos convencionales conocidos en la técnica. Los fragmentos
de union al antigeno también pueden prepararse mediante métodos convencionales.
El anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno de la presente invencion se
modificé genéticamente para introducir una 0 mas regiones marco humanas (FRS) en
una CDR derivada no humana. Las secuencias de linea germinal de FR humana
pueden obtenerse de ImMunoGeneTics(IMGT) a través de su sitio web
http://imgt.cines.fr, o de The Immunoglobulin FactsBook, 20011SBN012441351.
Especificamente, las lineas germinales de FR de cadena ligera para su uso en el
anticuerpo o en el fragmento de union al antigeno de la presente invencion incluyen
A3y O2. Las lineas germinales particulares de FR de cadena pesada para su uso en
el anticuerpo o en el fragmento de union al antigeno de la presente invencion
incluyen VH3-21 y VH3-23.

El anticuerpo modificado o fragmento de unién al antigeno de la presente invencion
puede prepararse y purificarse mediante el uso de métodos convencionales. Por
ejemplo, las secuencias de ADNc que codifican una cadena pesada (SEQ ID NO: 11)
y una cadena ligera (SEQ ID NO: 12) pueden clonarse y recombinarse en un vector
de expresion GS. El vector de expresion de inmunoglobulina recombinado puede
entonces transfectar células CHO de forma estable. Como un método mas
recomendado conocido en la técnica, la expresion de mamiferos de los anticuerpos

produce glicosilacion, tipicamente en el extremo N altamente conservado de la region
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FC. Pueden obtenerse clones estables mediante la expresion de un anticuerpo que
se une especificamente a PCSK9 humana. Los clones positivos pueden expandirse
en un medio de cultivo sin suero para la produccién de anticuerpos en biorreactores.
El medio de cultivo en el que se ha secretado un anticuerpo puede purificarse
mediante técnicas convencionales. Por ejemplo, el medio puede aplicarse de forma
conveniente a una columna FF de Sefarosa de Proteina A o G que se equilibré con un
amortiguador compatible. La columna se lava para extraer componentes de union no
especifica. El anticuerpo unido se eluye mediante gradiente de PH y los fragmentos
de anticuerpo se detectan mediante SDS-PAGE, y luego se extraen. El anticuerpo
puede filtrarse y concentrarse mediante el uso de técnicas comunes. Los multimeros
y agregados solubles pueden extraerse eficazmente mediante técnicas comunes,
inclusive exclusién por tamafio o intercambio i6nico. El producto obtenido puede

congelarse inmediatamente, por ejemplo, a -70 °C, o puede liofilizarse.

El anticuerpo de la presente invencion es un anticuerpo monoclonal. El anticuerpo
monoclonal o mADb, tal como se usa en la presente, se refiere a un anticuerpo que se
deriva de un unico clon, inclusive, de modo no taxativo, un clon de fago, eucariota o
procariota. Los anticuerpos monoclonales y los fragmentos de union al antigeno de
estos pueden recombinarse, por ejemplo, mediante tecnologias de hibridoma,
tecnologias recombinantes, tecnologias de expresion de fagos, tecnologias sintéticas

(por ejempilo, injerto de CDR) u otras tecnologias conocidas en la técnica.

“Administracion” y “tratamiento”, tal como se aplican a un animal, ser humano, sujeto
experimental, célula, tejido, 6rgano o fluido bioldgico, se refiere a poner en contacto
una composicion o agente de diagnadstico, terapéutico, farmacéutico exégeno con el
animal, ser humano, sujeto, célula, tejido, 6rgano o fluido biolégico. “Administracién” y
“tratamiento” pueden hacer referencia, por ejemplo, a métodos terapéuticos,
farmacocinéticos, de diagnostico, de investigacion y experimentales. El tratamiento
de una célula comprende poner en contacto un reactivo con la célula, asi como poner
en contacto un reactivo con un fluido, donde el fluido se encuentra en contacto con la
célula. “Administracion” y “tratamiento” también significan tratamientos in vitro y ex
vivo, por ejemplo, de una célula, mediante un compuesto reactivo, de diagnaostico, de
unibn o mediante otra célula. “Tratamiento”, segun se aplica a un sujeto de
investigacién, veterinaria o ser humano, se refiere a tratamiento terapéutico, medidas

profilacticas o preventivas, y aplicaciones de diagndstico e investigacion.
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“Tratar” significa administrar un agente terapéutico, tal como una composicién que
comprende cualquiera de los compuestos de union de la presente invencion, de
forma interna o externa, a un paciente que padece uno o0 mas sintomas de la
enfermedad para los cuales el agente tiene una actividad terapéutica conocida.
Tipicamente, el agente se administra en una cantidad eficaz para aliviar uno 0 mas
sintomas de la enfermedad en el paciente o poblacién tratados, ya sea mediante la
induccion de la regresion o la inhibicion de la evolucién de dichos sintomas a
cualquier grado clinicamente mensurable. La cantidad de agente terapéutico eficaz
para aliviar cualquier sintoma de enfermedad en particular (también denominada
“cantidad terapéuticamente eficaz”) puede variar de acuerdo con factores tales como
el estado de la enfermedad, edad y peso del paciente, y la capacidad del farmaco de
provocar una respuesta deseada en el paciente. El grado de alivio de un sintoma de
una enfermedad puede evaluarse mediante cualquier medicion clinica utilizada
tipicamente por los médicos u otros proveedores de cuidados de la salud, para
evaluar la gravedad o estado de evolucion de dicho sintoma. Si bien una modalidad
de la presente invencion (por ejemplo, un método de tratamiento o articulo de
fabricacion) puede no ser eficaz en el alivio del sintoma de la enfermedad de interés
en todos los pacientes, deberia aliviar el o los sintomas objetivo de la enfermedad de
interés en una cantidad estadisticamente significativa de pacientes, segun se
determine mediante cualquier prueba estadistica conocida en la técnica, tal como la
prueba t de Student, la prueba Chi Cuadrado, la prueba U de acuerdo con Mann y
Whitney, la prueba Kruskal-Wallis (prueba H), la prueba Jonckheere-Terpstra y la

prueba Wilcoxon.

“Modificaciones conservadoras” o “sustitucion o remplazo conservador” se refiere a
sustituciones de aminoacidos en una proteina con otros amino4cidos que tengan
caracteristicas similares (por ejemplo, carga, tamafio de la cadena lateral,
hidrofobicidad/hidrofilicidad, rigidez y conformacion de la estructura principal, etc.), de
forma que puedan realizarse cambios de forma frecuente sin alterar la actividad
bioldgica de la proteina. Los expertos en la técnica reconoceran que, en general, las
sustituciones de un aminoacido en regiones no esenciales de un polipéptido no
alteran la actividad biologica de forma sustancial (ver, por ejemplo, Watson et al.
(1987) Molecular Biology of the Gene, The Benjamin/Cummings Pub. Co., p. 224 (4%
Ed.)). Ademés, es menos probable que las sustituciones de aminoécidos similares de

forma estructural o funcional alteren la actividad biologica.
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“Consistir esencialmente en”, o sus variaciones tal como se utilizan en la memoria
descriptiva y reivindicaciones, indican la inclusion de cualquier elemento o grupo de
elementos enumerados, y la inclusion opcional de otros elementos de naturaleza
similar o distinta a la de los elementos enumerados, que no cambian
fundamentalmente las propiedades basicas o novedosas de la composicién, método
o régimen de dosificacion especificado. Como ejemplo no taxativo, un compuesto de
unidn que consiste esencialmente en una secuencia de aminoacidos mencionada
también puede incluir uno o0 mas aminoacidos que no afectan de forma fundamental

las propiedades del compuesto de unién.

“Cantidad eficaz” abarca una cantidad suficiente para mejorar o prevenir un sintoma o
signo de una afeccidbn médica. Cantidad eficaz también significa una cantidad
suficiente para permitir o facilitar un diagnostico. Una cantidad eficaz para un sujeto
veterinario o paciente en particular puede variar segun factores tales como la
afeccidon que se trata, la salud general del paciente, la via y dosis de administracion y
la gravedad de los efectos secundarios. Una cantidad eficaz puede ser la dosis
méxima o protocolo de dosificacion que evite efectos toxicos o efectos secundarios

significativos.

“Exbdgeno” se refiere a sustancias que se producen en el exterior de un organismo,
célula o cuerpo humano, dependiendo del contexto. “Enddgeno” se refiere a
sustancias que se producen en el interior de un organismo, célula o cuerpo humano,

dependiendo del contexto.

“Homologia” se refiere a una similitud de secuencia entre dos secuencias de
polinucledtidos o entre dos polipéptidos. Cuando una posicion en ambas de las
secuencias comparadas estad ocupada por la misma subunidad de mondmero de
aminoacido o base, por ejemplo, si una posicion en cada una de dos moléculas de
ADN esta ocupada por adenina, entonces las moléculas son homodlogas en dicha
posicion. El porcentaje de homologia entre dos secuencias es una funcion de la
cantidad de posiciones coincidentes u homologas compartidas por las dos
secuencias divididas por la cantidad de posiciones comparadas x 100. Por ejemplo,
si 6 de 10 posiciones de dos secuencias coinciden o son homdélogas cuando las
secuencias se alinean de forma Optima, entonces las dos secuencias son 60 %
homologas. Generalmente, la comparacion se realiza cuando dos secuencias se

alinean para proporcionar un porcentaje maximo de homologia.
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Tal como se usa en la presente, las expresiones “célula”, “linea celular” y “cultivo
celular” se utilizan de manera intercambiable y todas dichas designaciones incluyen
la progenie. Por lo tanto, las palabras “transformantes” y “células transformadas”
incluyen la célula primaria de la presente y los cultivos derivados de esta sin importar
la cantidad de transferencias. Se entiende también que toda la progenie puede no ser
precisamente idéntica en cuanto al contenido de ADN, debido a mutaciones
inadvertidas o deliberadas. Se incluye la progenie mutante que tiene la misma funcion
o actividad bioldgica que la evaluada en la célula originalmente transformada. En los
casos donde se pretenden realizar las designaciones de forma separada, esto se

comprendera a partir del contexto.

Tal como se usa en la presente “reaccidén en cadena de la polimerasa” o “PCR” se
refiere a un procedimiento o técnica en la cual se amplifican cantidades minimas de
un resto especifico de acido nucleico, ARN y/o ADN, tal como se describe, por
ejemplo, en la patente estadounidense n.° 4,683,195. Generalmente, la informacion
de secuencia de los extremos de la region de interés o0 mas alla de esta precisa estar
disponible, de forma tal que puedan disefiarse cebadores de oligonucleétidos; las
secuencias de estos cebadores seran idénticas o similares a las cadenas
correspondientes de la plantilla que debe amplificarse. Los nucledtidos del extremo 5’
de los dos cebadores pueden ser idénticos a los extremos del material a amplificar.
La PCR puede utilizarse para amplificar secuencias de ARN especificas, secuencias
de ADN especificas del ADN gendmico total, y ADNc transcrito a partir de ARN celular
total, secuencias de plasmidos o bacteriéfagos, etc. Ver generalmente Mullis et al.,
(1987) Cold Spring Harbor Symp. Ouant. Biol. 51:263; Erlich, ed., (1989) PCR
TECHNOLOGY (Stockton Press, N.Y.). Tal como se usa en la presente, la PCR se
considera como un ejemplo, pero no el Gnico, de un método de reaccién de
polimerasa de acido nucleico para amplificar una muestra de prueba de acido
nucleico, que comprende el uso de un acido nucleico conocido como cebador y una
polimerasa de acido nucleico para amplificar o generar un resto especifico del acido

nucleico.

“Opcional” u “opcionalmente” significa que el evento o situacidon que figura a
continuacion puede suceder, pero no necesariamente, y la descripcion incluye las
instancias en las cuales el evento o circunstancia sucede o no sucede. Por ejemplo
“comprende opcionalmente 1-3 regiones variables de cadena pesada del anticuerpo”
significa que la region variable de cadena pesada del anticuerpo con una secuencia

especifica puede estar presente, pero no necesariamente.
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“Composicion farmacéutica” se refiere a una que contiene una mezcla de uno o mas
compuestos de acuerdo con la presente invencibn o una sal
fisiol6gicamente/farmacéuticamente aceptable o profarmaco de esta con otros
componentes quimicos, asi como componentes adicionales, tales como portadores y
excipientes fisiolégicamente/farmacéuticamente aceptables. La composicion
farmacéutica pretende promover la administracion de un organismo, facilitar la

absorcion del ingrediente activo y, de esta forma, producir un efecto bioldgico.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En lo sucesivo, la presente invencion se describe en detalle con referencia a
ejemplos; no obstante, el alcance de la presente invencién no se limita a estos. En los
ejemplos de la presente invencién, cuando no se describen condiciones especificas,
los experimentos se llevan a cabo generalmente en condiciones convencionales tale
como se describe en Antibody Tcchnology Laboratory Manual and Mecular Cloning
Manual of Cold Spring Harbor, o en condiciones propuestas por los fabricantes del
producto o material. Cuando la fuente de los reactivos no se proporciona de forma

especifica, los reactivos son reactivos convencionales disponibles en el mercado.

Ejemplo 1 Preparacion de anticuerpos

Se generaron anticuerpos monoclonales murinos contra PD-1 humana. Se utilizé la
proteina de fusion del dominio extracelular Fc de PD-1 (PD-1 Fc) purificada
recombinante (SEQID NO: 1); o células CHO transfectadas con PD-1 (SEQ ID NO: 2)
como un antigeno para inmunizar a ratones Balb/C y SJL. El antigeno PD-1 humano
se compré de ORIGENE, n.° de catdlogo SC117011, secuencia de referencia de
NCBI: NM_005018.1.

PD-1 Fc, proteina de fusion del dominio extracelular Fc de PD-1 recombinante (SEQ
ID NO: 1):

MDMRVPAQLLGLLLIWEPGSRCPGWFLDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATF
TCSESNTSESFVELNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGODCRFRVTOLPNGRDF

HMSVVRARRNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPR

PAGOFOTLVDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISK AKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQOQGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPGK .
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PD-1, células de transfeccion del antigeno de PD-1 (SEQ ID NO: 2):

MQIPQAPWPVVWAVLOQLGWRPGWFLDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFT
CSFSNTSESFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDFH
MSVVRARRNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRP
AGOQFQTLVVGVVGGLLGSLVLLVWVLAVICSRAARGTIGARRTGQPLKEDPSAV
PVESVDYGELDFQWREKTPEPPVPCVPEQTEYATIVFPSGMGTSSPARRGSADGP
RSAQPLRPEDGHCSWPL .

La inmunizacién con la proteina de fusién del dominio extracelular Fc de PD-1 se
divide en dosis elevada (50 ug) y dosis baja (10 ug) del antigeno purificado, la
inmunizacion con las células CHO transfectadas con PD-1 utiliza 0,5-1x10’ células.
La inmunizacién se llevo a cabo los dias 0, 14 y 35, respectivamente, con adyuvante
de Freund completo; se muestred sangre en el sitio retroorbital para monitorear la
respuesta inmunitaria. Se obtuvieron los ratones con titulo de inmunoglobulina
humana anti-PD-1 mediante analisis en plasma con ELISA. Al dia 56, los ratones con
los titulos mas elevados de inmunoglobulina humana anti-PD-1 se sometieron a
inmunizacion de estimulo. 3 dias después, los ratones se sacrificaron y se extrajo el
bazo para la fusion. Se detectaron fusiones de hibridoma y se obtuvo un anticuerpo
monoclonal murino mAbOO5. La secuencia de region variable de cadena pesaday la
secuencia de region variable de cadena ligera del anticuerpo monoclonal murino

mADbOOS5 son las siguientes:

mAb005 HCVR
EVMLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTFSSYMMSWVRQTPEKRLEWVATISG
GGANTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLOQMSSLRSEDTALYYCARQLYYFDYW
GOQGTTLTVSS SEQID NO: 9

mAb005 LCVR

DIQMTQSPASQSASLGEGVTITCLASQTIGTWLTWYQQKPGKSPQLLIYTATSLA

DGVPSRFSGSGSGTKFSFKISSLQAEDFVTYYCQOQVYSIPWTFGGGTKLEIK
SEQID NO: 10
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Las secuencias de CDR son las siguientes:

Nombre | Secuencia Numeracion

HCDR1 | SYMMS SEQ ID NO: 3

HCDR2 | TISGGGANTYYPDSVKG | SEQ ID NO: 4

HCDR3 | QLYYFDY SEQ ID NO: 5
LCDR1 LASQTIGTWLT SEQ ID NO: 6
LCDR2 TATSLAD SEQ ID NO: 7
LCDR3 QQVYSIPWT SEQ ID NO: 8

Ejemplo 2: Deteccion de anticuerpos

Ensayo in vitro de union ELISA de anticuerpos PD-1:

El anticuerpo PD-1 bloquea la via de sefalizacién de PD-1 y su ligando al unirse al
dominio extracelular de PD-1. Se utiliza el ensayo ELISA in vitro para detectar la
propiedad de union del anticuerpo PD-1. Se coloca una capa de la proteina de fusion
del dominio FC extracelular de PD-1 (PD-1 FC) biotinilada en placas de 96 pocillos al
unirse a avidina de neutralizacion. Se utilizé la intensidad de sefial luego de la adicion
del anticuerpo para determinar la propiedad de unién del anticuerpo y PD-1.

La avidina de neutralizacién (unidon a biotina) se diluy6é a 1 pl/ml con amortiguador
PBS, se pipeted a una placa de 96 pocillos con 100 pul/pocillo y se dejé reposar
durante 16 horas - 20 horas a 4 °C. La placa de 96 pocillos se lavo una sola vez con
PBST (PBS con PH 7,4, con tweeen20 al 0,05 %) luego se extrajo el amortiguador
PBS, se incubo la placa y se bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente con la
adicion de 120 pl/pocillo de PBST/1% de leche. Luego de la extraccion de la solucion
de bloqueo, la placa se lavd con amortiguador PBST, luego se agregé 1 pug/ml de
PD1-FC marcado con biotina que se diluyéo con PBST/1 % de leche, y se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego de la extraccion de la solucién de
blogueo, la placa se lavdo 3 veces con amortiguador PBST, luego se agregoé el
anticuerpo PD-1 de prueba que se diluy6 a una concentracion adecuada con PBST/1
% de leche, y se incubo durante 1,5 horas a temperatura ambiente. Luego de la
extraccion del sistema de reaccion, la placa se lavé 3 veces con amortiguador PBST,

luego se agregaron 100 pl/pocillo de anticuerpo secundario anti-murino marcado con
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HRP (The Jackson Laboratory) que se diluyé con PBST/1 % de leche, y se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego de lavarse tres veces con PBST, se
agregaron a la placa 100 ul/pocillo de TMB, y se incub6 durante 5-10 minutos a
temperatura ambiente. Luego se finalizé la reaccion con 100 ul/pocillo de H,SO4 1M.
El valor de absorbancia a 450 nm se ley6 en una lectora de microplacas NOVOStar;

se calcul6 el valor de ECsg de union de ELISA.

ELISA, EC50,nM

Anticuerpo de prueba PD-1 de
PD-1 humana
cyno
mADbO05 0,25 0,27

Los resultados demostraron que el anticuerpo mAb0OO5 mostré una actividad de union
excelente a la PD-1Fc humana (PD-1 humana) y PD-1Fc de cynomolgus (PD-1 de

Cyno).

Ensayo de bloqueo in vitro de la unién del anticuerpo PD-1 y el ligando de PD-1:

PD-L1 en la superficie de una célula tumoral presenta un efecto de supresion sobre la
proliferacion de linfocitos T mediante la union a PD-1 en la superficie de un linfocito T.
El anticuerpo PD-1 bloquea la via de sefializacion de PD-L1/PD-1 mediante la union a
PD-1, de modo que estimule la proliferacion de linfocitos T. Se utiliza el ensayo de
blogueo de union de PD-1/PD-L1 para detectar la actividad de bloqueo del anticuerpo

PD-1 en la via de sefalizacion.

En este experimento, se recubrio una placa de 96 pocillos con una proteina de PD-1
dentro del dominio extracelular fusionada con FC (PD-1-FC) y se incubd con el
anticuerpo PD-1 de prueba; luego se agregé PD-L1 marcado con biotina para la
incubacion. Luego de lavar la placa, se detecto la cantidad de unién de PD-L1
marcado con biotina; se calculé el valor ICso de bloqueo del anticuerpo PD-1 para la

unién al ligando PD-L1.

Se diluyé PD-1-FC a 1 pg/ml con amortiguador CB de PH 9,6 (1,59 g de Na,CO3 y
2,93 g de NaHCO3 se disolvieron en 1 L de agua destilada), se pipete6 en una placa

de 96 pocillos a 100 pl/pocillo y se dejé reposar durante 16 horas - 20 horas a 4 °C.
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La placa de 96 pocillos se lavdé una sola vez con PBST (PBS con PH 7,4, con
tweeen20 al 0,05 %) luego se extrajo el amortiguador PBS, se incubd la placa y se
bloqued durante 1 hora a temperatura ambiente con 120 pl/pocillo de PBST/1% de
leche. Luego de la extraccion de la solucién de bloqueo, la placa se lavo una vez con
amortiguador PBST, luego se agregaron 90 ul del anticuerpo PD-1 de prueba que se
diluyé a una concentracion adecuada con diluyentes de muestra (PBS con PH 7,4
que contenia BSA al 5 %, Tween20 al 0,05 %), y se incub6 durante 1 hora a 4 °C.
Luego se agregaron concentraciones 10 X de PD-L1 marcado con biotina (Beijing
Sino Biological Inc.) (10 pg/ml) a la placa a 10 pl/pocillo, se hicieron oscilar y se
mezclaron mediante un oscilador, y se incubaron a 37 °C durante 1 hora. Luego de la
extraccion del sistema de reaccion, la placa se lavé 6 veces con amortiguador PBST,
luego se agregaron 100 ul/pocillo de polimero de estreptavidina—peroxidasa que se
diluyé mediante PBST a una relacion de 1:400, y se incubd con oscilacion durante 50
minutos a temperatura ambiente. Luego de lavarse 6 veces con PBST, se agregaron
a la placa 100 pl/pocillo de TMB, y se incub6 durante 5-10 minutos a temperatura
ambiente. Luego se finalizé la reaccion con una adicion de 100 pl/pocillo de H,SO,4
1M. EIl valor de absorbancia a 450 nm se leyé en una lectora de microplacas
NOVOStar; se calculd el valor de ICso de bloqueo de PD-1 para la union del ligando
PD-L1.

Ensayo LBB
Anticuerpo de prueba
IC50,nM
mMADbO05 1,13

El resultado mostré que el anticuerpo mAb0O0O5 era muy eficaz en el bloqueo de la
union de PD-L1 con PD-1.

Ejemplo 3: Ensayo de selectividad de union del anti  cuerpo PD-1 in vitro

Para detectar la actividad de unién especifica del anticuerpo PD-1 a otras proteinas
de la familia PD-1, se utiliz6 CTLA4 humana y CD28 humana para los ensayos de
unién. Mientras tanto, también se utilizé la PD-1 de ratones para los ensayos de
union, con la finalidad de determinar la diversidad del anticuerpo PD-1 para especies

qgue no fueran humano/mono.
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Proteinas de unién selectiva: PD-1 humana, ICOS humana, CTLA4 humana, CD28
humana y PD-1 de raton, (Beijing Sino Biological Inc.), se diluyeron respectivamente
a 1 pug/ml con amortiguador PBS, se pipetearon en una placa de 96 pocillos a 100
pl/pocillo y se dejaron reposar durante 16 horas - 20 horas a 4 °C. La placa de 96
pocillos se lavo una sola vez con PBST (PBS con PH 7,4, con tweeen20 al 0,05 %)
luego se extrajo el amortiguador PBS, se incubo la placa y se bloqueo durante 1 hora
a temperatura ambiente con 120 pl/pocillo de PBST/1% de leche. Luego de la
extraccién de la solucién de bloqueo, la placa se lavdé 3 veces con amortiguador
PBST, luego se agrego6 el anticuerpo PD-1 de prueba, y se incubd durante 1,5 horas a
temperatura ambiente. Luego de la extraccion del sistema de reaccion, la placa se
lavd 3 veces con PBST, luego se agregaron 100 pl/pocillo de anticuerpo secundario
anti-murino marcado con HRP (The Jackson Laboratory) que se diluyé con PBST/1 %
de leche, y se incubé durante 1 hora a temperatura ambiente. La placa se lavd 3
veces con PBST, luego se agregaron 100 pl/pocillo de TMB, y se incub6 durante 5-10
minutos a temperatura ambiente. Luego se finalizo la reaccion con la adicion de 100
pi/pocillo de H,SO,4 1M. El valor de absorbancia a 450 nm se ley6 en una lectora de

microplacas NOVOStar.

Anticuerpo de PD1-FC | PD1-Fcde | ICOS/Fc CTLA4 CD28
prueba humana ratén humana humana humana
mAbO005 2,64 0,07 0,15 0,17 0,12

El resultado demostr6 que el anticuerpo mAbOO5 no presenta una actividad de union

especifica a otras proteinas de la familia PD-1. Mientras tanto, mAb no tiene

reactividad cruzada de especies con la PD-1 murina.
Ejemplo 4: Ensayo de union celular in vitro del ant  icuerpo PD-1

FACS (seleccion de células activadas por fluorescencia) es un método de prueba

para detectar la interaccion de proteinas y células. La prueba se utiliza para detectar

la actividad de unién del anticuerpo PD-1 a PD-1 natural expresada en la superficie

celular. Las células utilizadas en la prueba son células CHO que expresan PD-1 en
gran medida (ver Ejemplo 1, células CHO transfectadas con PD-1 (SEQ ID NO: 2)).
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Las células CHO que expresaban PD-1 en gran medida se centrifugaron a 1000 rpm
durante 5 minutos, y el sedimento se recolectd y se suspendié con 10-15 ml de
amortiguador de flujo previamente enfriado para el conteo celular. Las células se
centrifugaron a 1000 rpm en tubos de centrifuga de 50 ml durante 5 minutos y se
recolectaron. Luego de la extraccion del sobrenadante, el sedimento se volvié a
suspender con amortiguador de bloqueo enfriado previamente con una densidad de
0,5-1,0x10’ células/ml. Luego de la incubacién a 4 °C durante 30 minutos, la
resuspension se pipeted en la placa de 96 pocillos a 100 pl/pocillo. La placa de 96
pocillos se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos, se descart6 el sobrenadante. Se
agregaron 100 ul anticuerpo primario a cada pocillo; las células se volvieron a
suspender y se incubaron en la oscuridad durante 60 minutos a 4 °C. Luego del
centrifugado y descarte del sobrenadante, se agregaron 100 upl de anticuerpo
secundario marcado con FITC (BD Biosciences) diluido a 1:400. Las células se
volvieron a suspender y se incubaron en la oscuridad durante 60 minutos a 4 °C. Las
células se lavaron dos veces con amortiguador de flujo, se resuspendieron y se

fijaron con paraformaldehido al 1 % para el ensayo de citometria de flujo.

MFI
Anticuerpo de prueba

50nM |5nM | 0,5nM | 0,05 nM

mMAbO005 468 | 319 | 71,2 14

Los resultados muestran que el anticuerpo mAb0OQ5 también puede unirse a PD-1 en

la superficie celular.

Ejemplo 5: Ensayo cinético y de afinidad de union i n vitro

El método Biacore es un ensayo reconocido que detecta de forma objetiva la afinidad
de interaccion y cinética de las proteinas. Se analizé la afinidad caracterizada y la
cinética de unién del anticuerpo PD-1 de prueba de la presente invencién mediante
Biacore (GE).

De acuerdo con las indicaciones de un kit proporcionado por Biacore, el anticuerpo
PD-1 de prueba de la presente invencion se unié de forma covalente a CM5 (GE)
mediante el uso de un método de acoplamiento amino estandar. Luego se cargo a
cada ciclo, de forma sucesiva, una serie concentraciones de gradiente de la proteina

His de PD-1 (Beijing Sino Biological Inc.), que se diluyeron en el mismo amortiguador.
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Luego de esto, las muestras se regeneraron con el reactivo regenerado del kit. Se
monitored la cinética de union del antigeno-anticuerpo durante 3 minutos y se
monitored la cinética de disociacion durante 10 minutos. Los datos obtenidos se
analizaron con el software BlAevaluation de GE mediante el uso de un modelo de
union 1:1 (Langmuir). Se muestran en la siguiente tabla los valores Ka (kon), kd (koff)

y KD determinados por el ensayo.

Anticuerpo de
ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M)
prueba

mMAbO05 1.057E+5 | 3.769E-4 | 3.566E-9

Los resultados muestran que el valor Kd de unién del anticuerpo mAb005 a PD-1

alcanzoé los 3,57 nM.

Ejemplo 6 Prueba de citologia in vitro

Se utiliza el ensayo de proliferacion de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) humanas frescas afectadas por el anticuerpo para detectar la actividad

celular del anticuerpo mAbQOS.

Se ajusté la densidad de las PBMC humanas frescas a 2x10°ml, se colocaron en
una placa de 6 pocillos a 2 ml/pocillo, y se incubaron durante 6 horas a 37 °C, CO; al
5 %. Luego de la suspension las células se descartaron, cada pocillo de células
adherentes se mezclé con 2 ml de medio RPMI1640 que contenia 100 ng/ml de
GM-CSF (factor biologico estimulante de colonias de granulocitos) y 100 ng/ml de
IL-4, y 1 ml mas de medio RPMI1640 que contenia 100 ng/ml de GM-CSF y 100
ng/ml de IL-4 luego de incubacion durante 2 dias, luego las células se cultivaron de
forma continua durante 2 dias, y se agregaron 100 ng/ml de TNF-a (factor de
necrosis tumoral-a) a cada pocillo, y se cultivaron durante 2 dias mas para obtener
células dendriticas maduras. Las células dendriticas y linfocitos T alogénicos se
centrifugaron y resuspendieron respectivamente a una concentraciéon de 1x10%ml y
1x10°/ml, y se pipetearon a una placa de 96 pocillos a 100 pl/pocillo, luego se
agregaron 20 ul/pocillo de anticuerpo que se diluyé a distintos gradientes de
concentracion con PBS, y las células se cultivaron en una incubadora a 37 °C, con

CO; al 5 % durante 5 dias. Luego, se muestrearon 100 pl de cultivo celular para
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detectar la proliferacion celular con el kit de ensayo de viabilidad celular luminiscente
CellTiter-Glo®. El resultado se muestra en la Figura 1, que indica que el anticuerpo
PD-1 mAbQOO5 evaluado puede estimular de forma eficaz la proliferacion de las
células mononucleares de sangre periférica humana, con una EC50 de 83 ng/ml. La
muestra remanente se evalué para detectar la secrecion de la citocina IFN-y. El
resultado se muestra en la Figura 2, que demuestra que el anticuerpo PD-1 mAb005
evaluado puede estimular la proliferacion de PBMC, y estimular al mismo tiempo de

forma eficaz la secrecion de la citocina IFN-y, con una EC50 de 13 ng/ml.

Ejemplo 7: Humanizacion de anticuerpos murinos

Con respecto a las secuencias de la region variable de cadena ligera (LCVR de
mAbO0O05, SEQ ID NO: 10) y la region variable de cadena pesada (HCVR de mAb0O05,
SEQ ID NO: 9) del anticuerpo mAbQOO5, se seleccionaron las plantillas humanizadas
que coincidieron mejor con su region no CDR en la base de datos de lineas
germinales. La plantilla de cadena pesada del anticuerpo es IgHV3-7/JH6,
seleccionada para FR1, FR2, FR3 de la cadena ligera de la linea germinal humana
IGKV1-39 y FR4 de JK4, con la SEQ ID NO: 13; la plantilla de cadena ligera es
IGKV1- 39/JK4, seleccionada para FR1, FR2, FR3 de la cadena ligera de la linea
germinal humana IGKV1-39 y FR4 de JK4, con la SEQ ID NO: 14.

Plantilla de cadena pesada de la linea germinal humana (SEQ ID NO: 13):

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYWMSWVRQAPGKGLEW VANIKQ
DGSEKYYVDSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARWGOQGTTV
TVSS;

Plantilla de cadena ligera de la linea germinal humana (SEQ ID NO: 14):

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAAS
SLOQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY YCFGGGTKVEIK .

La CDR del anticuerpo murino se injertd en la plantilla de humanizacion seleccionada,
reemplazando la CDR de la plantilla humana, y luego se recombind con la region
constante de IgG4 para obtener un anticuerpo humanizado HO05-1. Luego, en
funcion de la estructura tridimensional del anticuerpo murino, se retromutaron

residuos incrustados, residuos con interaccién directa con la CDR y residuos que
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influyen de forma significativa en la conformacion de VL y VH, para obtener los
anticuerpos humanizados H005-2, HO05-3 y HO005-4, cuyas secuencias son las

siguientes.

Expresion del anticuerpo

HO05-1 HC
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYMMSWVRQAPGKGLEW VATISG
GGANTYYPDSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARQLY YFDY
WGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLY SLSSVVTVPSSSLGTK TYTCNVDHKPSNTK VDKR
VESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPE
VQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKGLPSSIEKTISK AKGQPREPQVY TLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSLGK

SEQID NO: 11
HO05-1 L.C
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCLASQTIGTWLTWYQQKPGKAPKLLIYTATSLA
DGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQVYSIPWTFGGGTK VEIKRT VA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK VDNALQSGNSQESVTE
QDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQID NO: 12

La secuencia HC del anticuerpo humanizado H005-1 con CDR murina injertada es
(SEQ ID NO: 11), la secuencia LC del anticuerpo humanizado es (SEQ ID NO: 12).
Los sitios que pueden afectar la actividad del anticuerpo se sometieron a mutaciones

puntuales, cuyas secuencias son las siguientes:

HC LC
HOO05-1 SEQ ID NO: 11 SEQ ID NO: 12
HO05-2 SEQ ID NO: 11, G44R SEQ ID NO: 12
HO05-3 SEQ ID NO: 11 SEQ ID NO: 12, A43S
HO05-4 SEQ ID NO: 11, G44R SEQ ID NO: 12, A43S

Los ADNc se sintetizaron de acuerdo con las secuencias de aminoacidos de la
cadena ligera y la cadena pesada de cada anticuerpo humanizado (SEQ ID NO: 11,
SEQ ID NO: 12 y variantes de estos). Luego de digerirse los ADNc con Xhol y BamHlI,
los fragmentos de ADNCc obtenidos se insertaron en vectores de expresion pcDNA3.1

(Life Technologies, n. ° de catédlogo V790-20) en sitios de restriccion de BamHI/Xhol.
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Se utilizaron los vectores de expresion y un reactivo de transfeccion PEI
(Polysciences, Inc. n.° de cat. 23966) para transfectar las células HEK293 (Life
Technologies, n.° de cat. 11625019) a 1:2, y las células transfectadas se incubaron en
una incubadora de CO, durante 4-5 dias. Los anticuerpos expresados se recuperaron
mediante centrifugado y se purificaron de acuerdo con un método convencional para

obtener los anticuerpos humanizados de la presente invencion.

Ejemplo 8: Datos de actividad de anticuerpos humani  zados

Los anticuerpos humanizados se sometieron a un ensayo de union ELISA (el método
es el mismo que el del Ejemplo 2), a un ensayo de bloqueo de union a ligandos (el
método es el mismo que el del Ejemplo 2) y a un experimento de cinética de afinidad
(el método es el mismo que el del Ejemplo 5) in vitro. Los resultados se muestran en

la siguiente tabla:

Anticuerpo de prueba | ELISA, EC50,nM | Ensayo LBB, IC50,nM | KD(M)
HO005-1 0,11 1,27 2.79E-09
H005-2 0,14 1,27 2.98E-09
HO005-3 0,15 1,33 2.45E-09
H005-4 0,14 1,36 3.89E-09

El resultado muestra que los anticuerpos humanizados H005-1, H005-2, HO05-3 y
HO05-4 mantuvieron la actividad de union a PD-1, con cinética de afinidad KD de
2,79, 2,98, 2,45 y 3,89 nM, respectivamente. De forma simultdnea, todos los
anticuerpos humanizados presentaron de forma eficaz una actividad de bloqueo
contra la via de PD-L1/PD-1.

Ejemplo 9: Inhibicién del crecimiento de células tu morales mediante el
anticuerpo PD-1

1. Materiales del experimento:

Células U8B7MG (células de glioma): adquiridas del banco celular de la Chinese
Academy of Sciences, n. ° de cat. TCHu138;

PBMC (células mononucleares de sangre periférica) adquiridas del Shanghai Blood
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Center;

CD3: adquiridas de Miltenyi Biotec, n.° de cat. 130-093-387;

CD28: adquiridas de Miltenyi Biotec, n.° de cat. 130-093-375;

Kit-8 de conteo celular: disponible de DOJINDO LABORATORIES, n.° de cat. CK04;
mIgG (control negativo): adquirido de SANTA CRUZ, n.° de cat. sc-2025; con una
dosis de 1660 ng/ml.

2. Métodos experimentales:

1) Las células U87MG se cultivaron en medio EMEM con FBS al 10 % y P/S al 1 %,

se incubaron en una placa de 96 pocillos, 1x10* células por pocillo.

2) El anticuerpo HO05-1 se diluy6 a distintos gradientes de concentracion (se muestra
en la abscisa de la Figura 3) con PBS, se agregd a la placa de 96 pocillos a 10

ul/pocillo, y se incubé a 37 °C, en una incubadora de CO; al 5 % durante 4 horas.

3) Luego de la adherencia celular, se agregaron 80 ul de suspensiéon celular de
PBMC a cada pocillo con una densidad celular de 2x10* células/pocillo, y se
agregaron 10 ul de anticuerpo CD3 y anticuerpo CD28 en cada pocillo; las

concentraciones finales de anticuerpos CD3 y CD28 fueron ambas 500 ng/ml.

4) Luego de 72 horas de incubacion a 37 °C, en la incubadora de CO; al 5 %, se
agregaron 10 ul de CCK8 a cada pocillo para el desarrollo. 2 horas después se
determiné la OD450.

3. Resultado:

El resultado se muestra en la Figura 3, en comparacion con migG (control negativo),
distintas concentraciones de anticuerpo PD-1 (HO05-1) tuvieron un efecto de
inhibicién significativo sobre el crecimiento de las células U87MG, y la tasa de

inhibicion a la concentracion mayor fue de alrededor de 30 %.

Ejemplo 10: Actividad de HO05-1 sobre la proliferac  i6n de PBMC estimulada por

tuberculina

Se detecto la actividad del anticuerpo humanizado H005-1 sobre la proliferacion in

vitro de PBMC estimulada por tuberculina.
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A 15 ml de PBMC frescos, alrededor de 3x10’ células, se agregaron 20 pl de
tuberculina (Shanghai BiYou Biotechnology, n.° de cat. 97-8800) y la mezcla se
incubd durante 5 dias a 37 °C, en la incubadora de CO; al 5 %. Al dia 6, se
centrifugaron las células cultivadas, y se resuspendieron en medio fresco con una
densidad ajustada a 5x10° células/ml. Se colocaron 190 pl de células resuspendidas
en cada pocillo de una placa de 96 pocillos. Se agregé el anticuerpo humanizado
HOO05-1 a los pocillos correspondientes de la placa de 96 pocillos a 10 pl/pocillo. Al
grupo de control y grupo en blanco se les agregaron 10 pl de PBS. La placa de cultivo
celular se incubd a 37 °C en la incubadora de CO; al 5 % vy, 72 horas después, se
determind la proliferacion de PBMC (Promega, n.° de cat. G7571) y secrecion de

IFN-y (Neo Bioscience, n. ° de cat. EHC102g). Los resultados son los siguientes:

Efecto de activacion de la muestra de prueba sobre la secrecion de IFN- y y
proliferacion de PBMC estimulada con tuberculina

EC50 de proliferacion de
Muestra EC50 de IFN-A (ng/ml)
linfocitos T (ng/ml)

HOO05-1 15,95+17,15 56,87+48,53

Nota: n=4

Los resultados del experimento muestran que el anticuerpo humanizado HO005-1
activa de forma excelente la secrecion de IFN-y y proliferacion de PBMC exdgena

estimulada por tuberculina.

Ejemplo 11: Inhibicién del tumor U-87MG inoculado d e forma subcutanea
mediante HO05-1

Se inocularon 100 ul de células U87 (5x10° células) de forma subcutanea en la
costilla derecha de ratones SCID-Beige. Cuando el tumor crecié hasta 80-100 mm?
luego de 7 a 10 dias, se descartaron los ratones con un peso corporal o tumor
demasiado grande o demasiado pequefio; los ratones SCID-Beige se dividieron de
forma aleatoria en un grupo de 10 mg/kg de HOO5-1 y un grupo de 10 mg/kg de IgG
humana de acuerdo con el volumen del tumor, donde cada grupo comprendia siete
ratones (D0). Se mezclaron dos tipos de PBMC estimulados por el anticuerpo CD3

durante 3 dias a una relacién de 1:1, y se inyectaron en los tejidos tumorales a 5x10°
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células/60 ul; mientras tanto, el anticuerpo de prueba se inyect6 por via subcutanea,
una vez cada 7 dias para un total de 3 dosis. Se midieron los ratones para evaluar el
volumen del tumor y se pesaron dos veces por semana. Se registraron los datos. El
volumen del tumo (V) se calculé de la siguiente manera: V = 1/2xaxb2, donde ay b

representan largo y ancho, respectivamente.

El resultado se muestra en la Figura 4: cambio del volumen del tumor luego del
tratamiento, y en la Figura 5: cambio del peso de los ratones luego del tratamiento, lo
gue indica que el anticuerpo HO05-1 inhibié de forma satisfactoria el crecimiento del

tumor U87MG, y no tuvo ningun efecto sobre el peso corporal de los ratones.
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REIVINDICACIONES

Un anticuerpo PD-1 o un fragmento de unién al antigeno de este, que
comprende:

una region variable de cadena ligera que comprende al menos una LCDR que
se selecciona de las secuencias que se muestran en: SEQ ID NO: 6, SEQ ID
NO: 7 0 SEQ ID NO: 8;y

una region variable de cadena pesada que comprende al menos una region
HCDR que se selecciona de las secuencias que se muestran en: SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 5.

El anticuerpo PD-1 o el fragmento de union al antigeno de este de acuerdo con
la reivindicacién 1, donde la regién variable de cadena ligera comprende una
LCDRL1 tal como se muestra en la SEQ ID NO: 6.

El anticuerpo PD-1 o el fragmento de unién al antigeno de este de acuerdo con
la reivindicacién 1, donde la regién variable de cadena ligera comprende una
LCDR2 tal como se muestra en la SEQ ID NO: 7.

El anticuerpo PD-1 o el fragmento de unién al antigeno de este de acuerdo con
la reivindicacién 1, donde la regién variable de cadena ligera comprende una
LCDRS3 tal como se muestra en la SEQ ID NO: 8.

El anticuerpo PD-1 o el fragmento de unién al antigeno de este de acuerdo con
la reivindicacion 1, donde la region variable de cadena pesada comprende una
HCDRL1 tal como se muestra en la SEQ ID NO: 3.

El anticuerpo PD-1 o el fragmento de unién al antigeno de este de acuerdo con
la reivindicacion 1, donde la region variable de cadena pesada comprende una
HCDRZ2 tal como se muestra en la SEQ ID NO: 4.

El anticuerpo PD-1 o el fragmento de unién al antigeno de este de acuerdo con
la reivindicaciéon 1, donde la region variable de cadena pesada comprende una
HCDRS3 tal como se muestra en la SEQ ID NO: 5.
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El anticuerpo PD-1 o el fragmento de union al antigeno de este de acuerdo con
la reivindicacién 1, donde la region variable de cadena ligera comprende una
LCDR1, una LCDR2 y una LCDR3 tal como se muestra en la SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 7y SEQ ID NO: 8, respectivamente.

El anticuerpo PD-1 o el fragmento de unién al antigeno de este de acuerdo con
la reivindicacion 1, donde la region variable de cadena pesada comprende una
HCDR1, una HCDR2 y una HCDR3 tal como se muestra en la SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 4y SEQ ID NO: 5, respectivamente.

El anticuerpo PD-1 o el fragmento de unién al antigeno de este de acuerdo con
la reivindicacién 1, donde la regién variable de cadena ligera comprende una
LCDR1, una LCDR2 y una LCDR3 tal como se muestra en la SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8, respectivamente; y donde la region variable de
cadena pesada comprende una HCDR1, una HCDR2 y una HCDR3 tal como se
muestra en la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5, respectivamente.

El anticuerpo PD-1 o fragmento de unién al antigeno de este de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-10, donde el anticuerpo o el fragmento de

unioén al antigeno de este es un anticuerpo murino o un fragmento de este.

El anticuerpo PD-1 o fragmento de unién al antigeno de este de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-10, donde el anticuerpo o el fragmento de

uniodn al antigeno de este es un anticuerpo quimérico o un fragmento de este.

El anticuerpo PD-1 o el fragmento de union al antigeno de este de acuerdo con
la reivindicacion 12, donde la secuencia de region variable de cadena ligera del

anticuerpo quimérico es: SEQ ID NO: 10.

El anticuerpo PD-1 o el fragmento de union al antigeno de este de acuerdo con
la reivindicacion 12, donde la secuencia de region variable de cadena pesada

del anticuerpo quimeérico es: SEQ ID NO: 9.

El anticuerpo PD-1 o fragmento de unién al antigeno de este de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-10, donde el anticuerpo o el fragmento de

uniodn al antigeno es un anticuerpo humanizado o un fragmento de este.
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El anticuerpo PD-1 o el fragmento de union al antigeno de este de acuerdo con
la reivindicacién 15, donde la secuencia de FR de cadena ligera de la region
variable de cadena ligera del anticuerpo humanizado se deriva de una
secuencia de combinacion de las cadenas ligeras de linea germinal humana
IGKV1-39 y JK4, tal como se muestra en la SEQ ID NO: 14, que comprende
FR1, FR2 y FR3 de IGKV 1-39 y FR4 de JKA4.

El anticuerpo PD-1 o el fragmento de union al antigeno de este de acuerdo con
la reivindicacién 15, donde la secuencia de la cadena ligera del anticuerpo
humanizado es una secuencia tal como se muestra en la SEQ ID NO: 12 o una
variante de esta; donde la variante comprende preferentemente una mutacion
de 0-10 aminoacidos en la region variable de cadena ligera, mas
preferentemente A43S.

El anticuerpo PD-1 o el fragmento de unién al antigeno de este de acuerdo con
la reivindicacion 15, donde la region variable de cadena pesada del anticuerpo
humanizado comprende ademas una FR de cadena pesada de IgG1, 1gG2,
IgG3 o IgG4 humana, o una variante de esta, preferentemente una FR de

cadena pesada de 1gG2 o IgG4 humana.

El anticuerpo PD-1 o el fragmento de union al antigeno de este de acuerdo con
la reivindicacion 15, donde la secuencia de FR de cadena pesada de la region
variable de cadena pesada del anticuerpo humanizado se deriva de una
secuencia de combinacion de las cadenas pesadas de linea germinal humana
IgHV3-7 y JH6, tal como se muestra en la SEQ ID NO: 13, que comprende FR1,
FR2 y FR3 de IgHV3-7 y FR4 de JH6.

El anticuerpo PD-1 o el fragmento de unién al antigeno de este de acuerdo con
la reivindicacion 15, donde la secuencia de la cadena pesada del anticuerpo
humanizado es una secuencia tal como se muestra en la SEQ ID NO: 11 o una
variante de esta; donde la variante comprende preferentemente una mutacion
de 0-10 aminoacidos en la region variable de cadena pesada, mas

preferentemente G44R.

Una molécula de ADN que codifica el anticuerpo de acuerdo con cualquiera de

las reivindicaciones 1-20.
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Un vector de expresion que comprende la molécula de ADN de acuerdo con la

reivindicacion 21.

Una célula hospedadora transformada con el vector de expresion de acuerdo

con la reivindicacién 22.

La célula hospedadora de acuerdo con la reivindicacion 23, donde la célula

hospedadora es una bacteria, preferentemente E. coli.

La célula hospedadora de acuerdo con la reivindicacion 23, donde la célula

hospedadora es una levadura, preferentemente Pichia pastoris.

Una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo PD-1 o el
fragmento de wunién al antigeno de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-20 y un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente

aceptable.

El uso del anticuerpo PD-1 o del fragmento de unién al antigeno de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-20, y la composicion farmacéutica de
acuerdo con la reivindicacion 26 en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por PD-1, donde la
enfermedad o trastorno es preferentemente cancer, mas preferentemente
cancer que expresa PD-L1, mas preferentemente cancer de mama, cancer de
pulmén, cancer de estdmago, cancer intestinal, cancer renal, melanoma y
cancer de pulmén no microcitico y, mas preferentemente, cancer de pulmén no

microcitico, melanoma y cancer renal.
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1. Statement

Novelty (N) Claims 1-27
Claims None
Inventive step (IS) Clhaims None
Claims 1-27

Industrial applicability (IA) Claims 1-27

Claims None

2. Citations and explanations:

[1] 1. Document

[2] Reference is made to the following document:

[3] D1: CN 102892785 A, 23 January 2013 (23.01.2013).

[4] 2. Novelty (PCT Article 33(2))

[5] D1 discloses a mouse monoclonal antibody CA051_00949
of human PD-1, a humanized improved antibody of the
antibody, and uses of these antibodies (see examples 1-
4) . D1 does not disclose the antibody or the antigen-
binding fragment thereof in claims 1-20, and does not
disclose the DNA molecules, carriers, host cells,
pharmaceutical compositions, and uses in claims 1-27.

Therefore, claims 1-27 are novel.

[6] 3. Inventive step (PCT Article 33(3))

[7] Claim 1 sets forth a PD-1 antibody or an antigen-

binding fragment thereof. D1, as the closest prior art
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document, differs from the technical solution claimed in
claim 1 in that: the sequence of the antibody in claim 1
differs from the sequence of the antibody CA051_00949 in
D1. On the basis of this feature, i1t can be determined
that the problem claim 1 essentially attempts to solve is
to provide another PD-1 antibody. However, D1 discloses
the PD-1 antigen, and when the antigen is known, a common
antibody preparation technique in the art is used to
prepare and obtain a new monoclonal antibody of the
antigen, and the technical effects can be expected.
Therefore, the technical solution would be obvious to a
person skilled in the art. Claim 1 lacks an inventive
step. On the basis of the same reasons, claims 2-10 also
lack an inventive step. D1 further discloses that the
CA051_00949 is a mouse antibody, and also discloses the
humanized antibody of the antibody, and furthermore, it
is a common technique for performing humanized
improvement on an antibody in the art to use the
sequences of the light and heavy chains FR area of the
humanized antibody to replace the corresponding FR area
of the mouse antibody. Therefore, claims 11-20 also lack
an inventive step. Insofar as the antibody in claims 1-20
lacks an inventive step, determining the encoded DNA
molecule of the antibody, constructing an expression
carrier, and transforming a host cell are common
techniques in the art. Using the antibody to prepare a
pharmaceutical composition or prepare a medicine for
treating PD-1 mediated relevant diseases 1is also a common
technical means that would be easily conceived of by a
person skilled in the art. Therefore, the technical
solutions of claims 21-27 would be obvious and lack an

inventive step.
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[8] 4. Industrial applicability (PCT Article 33(4))

[9] The inventions of claims 1-27 can be made and used in
the biomedical field, and therefore, claims 1-27 are

industrially applicable under PCT Article 33(4).
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ANTICUERPO PD-1, FRAGMENTO DE UNION AL ANTIGENO DE ESTE Y USO
MEDICO DE ESTE

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona un anticuerpo PD-1 humano, un fragmento de
unioén al antigeno de este, y un uso médico de este, y proporciona ademas un
anticuerpo quimérico y anticuerpos humanizados que comprenden una region
determinante de la complementariedad (CDR) del anticuerpo, una composicion
farmacéutica que comprende el anticuerpo PD-1 humano y el fragmento de unién al
antigeno de este, y el uso del anticuerpo en la preparacion de medicamentos para el

tratamiento de enfermedades o trastornos.

SECTOR: Preparaciones médicas, anticuerpos.
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