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ANTICUERPOS ANTI-PD-1 Y COMPOSICIONES

REFERENCIA CRUZADA A UNA SOLICITUD RELACIONADA

Esta solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud de Patente de Estados Unidos
62/236.341, presentada el 2 de octubre de 2015, cuya descripcidon se incorpora como

referencia a la presente memoria en su totalidad.

LISTA DE SECUENCIAS

La presente solicitud contiene un Listado de Secuencias que se ha presentado
electrénicamente en formato ASCII y se incorpora a este documento como referencia en su
totalidad. Dicha copia ASCII, creada el 28 de septiembre de 2016, se denomina
022675 _WO052_SL.txt y tiene un tamafo de 65.000 bytes.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

PD-1, también conocida como Proteina de Muerte Celular Programada 1y CD279, es
un receptor de superficie celular de 268 aminoacidos que pertenece a la superfamilia de
inmunoglobulinas. PD-1 es un miembro de la familia CD28 de reguladores de células T y se
expresa en células T, células B y macrofagos. Se une a los ligandos PD-L1 (también

conocido como homologo de B7) y PD-L2 (también conocido como B7-DC).

PD-1 es una proteina de membrana de tipo | cuya estructura incluye un dominio
extracelular de IgV, una region transmembrana y una cola intracelular que contiene dos sitios
de fosforilacion. Conocida como una proteina de punto de control inmunitaria, PD-1 funciona
como un receptor inmunomodulador inducible, que juega un papel, p.ej., en la regulacién

negativa de las respuestas de las células T a la estimulacion con antigenos.

PD-L1 es el ligando predominante para PD-1. La uni6on de PD-L1 a PD-1 inhibe la
actividad de las células T, reduciendo la produccién de citoquinas y suprimiendo la
proliferacién de las células T. Las células cancerosas que expresan PD-L1 pueden explotar
este mecanismo para inactivar la actividad antitumoral de las células T a través de la unién
de PD-L1 al receptor PD-1.

En vista de sus propiedades reguladoras de la respuesta inmunitaria, PD-1 se ha
investigado como un diana potencial para la inmunoterapia, incluyendo el tratamiento del

cancer y las enfermedades autoinmunes. Dos anticuerpos anti-PD-1, pembrolizumab y
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nivolumab, han sido aprobados en los Estados Unidos y Europa para tratar ciertos canceres.

En vista del papel critico de PD-1 como inmunomodulador, existe la necesidad de
terapias inmunologicas nuevas y mejoradas que se dirjan a PD-1 para tratar canceres y

ciertos trastornos del sistema inmunitario.

COMPENDIO DE LA INVENCION

La presente invencion se dirige a nuevos anticuerpos recombinantes que se dirigen a
PD-1, asi como a composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas de estos
anticuerpos, y al uso de anticuerpos y composiciones farmaceéuticas para mejorar la
inmunidad en un paciente, y para el tratamiento de canceres. originado en tejidos tales como
piel, pulmén, intestino, ovario, cerebro, prostata, rifion, tejidos blandos, sistema
hematopoyético, cabeza y cuello, higado, vejiga, mama, estdbmago, Utero y pancreas. En
comparacion con los tratamientos disponibles en la actualidad para tales canceres,
incluyendo tratamientos con anticuerpos, se contempla que los anticuerpos de la invencion
puedan proporcionar una respuesta clinica superior, ya sea solos o combinados con otro
agente terapéutico contra el céncer, tal como un anticuerpo dirigido a otra proteina

inmunitaria de punto de control.

En una realizacion, la presente invencion proporciona un anticuerpo anti-PD-1 o una
porcién de unién a antigeno del mismo, en donde el anticuerpo compite por la unién a PD-1
humana con, o se une al mismo epitopo de PD-1 humana como, cualquiera de los
anticuerpos 12819.15384, 12748.15381, 12748.16124, 12865.15377, 12892.15378,
12796.15376, 12777.15382, 12760.15375 y 13112.15380.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 comprende H-CDR1-3 que
comprende las secuencias H-CDR1-3, respectivamente, del anticuerpo 12819.15384,
12748.15381, 12748.16124, 12865.15377, 12892.15378, 12796.15376, 12777.15382,
12760.15375 0 13112.15380.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 tiene un dominio variable de
cadena pesada (VH) cuya secuencia de aminoacidos es idéntica en al menos 90% (p.ej., al
menos 92%, al menos 95%, al menos 98%, o al menos el 99%) al dominio V4 del anticuerpo
12819.15384, 12748.15381, 12748.16124, 12865.15377, 12892.15378, 12796.15376,
12777.15382, 12760.15375, 0 13112.15380.
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En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 tiene un Vy que comprende la
secuencia de amino&cidos de Vu del anticuerpo 12819.15384, 12748.15381, 12748.16124,
12865.15377, 12892.15378, 12796.15376, 12777.15382, 12760.15375, 0 13112.15380.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 tiene una cadena pesada (HC) que
comprende la secuencia de aminoacidos de V4 del anticuerpo 12819.15384, 12748.15381,
12748.16124, 12865.15377, 12892.15378, 12796.15376, 12777.15382, 12760.15375, 0
13112.15380 y la secuencia de aminoacidos de la region constante de la cadena pesada de
SEQ ID NO: 67.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 comprende L-CDR1-3 que
comprende las secuencias L-CDR1-3, respectivamente, del anticuerpo 12819.15384,
12748.15381, 12748.16124, 12865.15377, 12892.15378, 12796.15376, 12777.15382,
12760.15375 0 13112.15380.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 tiene un dominio variable de
cadena ligera (VL) cuya secuencia de aminoacidos es idéntica en al menos 90% (p.ej., al
menos 92%, al menos 95%, al menos 98%, o al menos el 99%) al dominio V. del anticuerpo
12819.15384, 12748.15381, 12748.16124, 12865.15377, 12892.15378, 12796.15376,
12777.15382, 12760.15375, 0 13112.15380.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 tiene un V. que comprende la
secuencia de aminoacidos de V. del anticuerpo 12819.15384, 12748.15381, 12748.16124,
12865.15377, 12892.15378, 12796.15376, 12777.15382, 12760.15375, 0 13112.15380.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 tiene una cadena ligera (LC) que
comprende la secuencia de aminoacidos V. de anticuerpo 12819.15384, 12748.15381,
12748.16124, 12865.15377, 12892.15378, 12796.15376, 12777.15382, 12760.15375, 0
13112.15380 y la secuencia de aminoacidos de la region constante de la cadena ligera de
SEQ ID NO: 68.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 comprende cualquiera de las
secuencias de cadena pesada descritas anteriormente y cualquiera de las secuencias de

cadena ligera anteriores.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 comprende las secuencias de
aminoacidos H-CDR3 y L-CDR3 del anticuerpo 12819.15384, 12748.15381, 12748.16124,
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12865.15377, 12892.15378, 12796.15376, 12777.15382, 12760.15375 0 13112.15380.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 comprende las secuencias de
aminocidos H-CDR1-3 y L-CDR1-3 del anticuerpo 12819.15384, 12748.15381,
12748.16124, 12865.15377, 12892.15378, 12796.15376, 12777.15382, 12760.15375, o
13112.15380.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 tiene un Vy y un V. cuya secuencia
de aminoéacidos es idéntica en al menos 90% (p.ej., al menos 92%, al menos 95%, al menos
98% o0 al menos 99%) a Vu y V. , respectivamente, del anticuerpo 12819.15384,
12748.15381, 12748.16124, 12865.15377, 12892.15378, 12796.15376, 12777.15382,
12760.15375 0 13112.15380.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 tiene un Vuy y un V. que
comprenden o consisten en las secuencias de aminoacidos de Vy y V., respectivamente, del
anticuerpo  12819.15384, 12748.15381, 12748.16124, 12865.15377, 12892.15378,
12796.15376, 12777.15382, 12760.15375 0 13112.15380.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 tiene una HC y una LC que
comprenden o consisten en las secuencias de aminoacidos HC y LC, respectivamente, del
anticuerpo 12819.15384, 12748.15381, 12748.16124, 12865.15377, 12892.15378,
12796.15376, 12777.15382, 12760.15375, 0 13112.15380.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 tiene (1) una HC que comprende la
secuencia de aminoacidos de Vu de un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en
los anticuerpos 12819.15384, 12748.15381, 12748.16124, 12865.15377, 12892.15378,
12796.15376, 12777.15382, 12760.15375 y 13112.15380, y la secuencia de aminoacidos de
la regién constante de la cadena pesada de SEQ ID NO: 67; y (2) una LC que comprende la
secuencia de aminoacidos de V. de ese anticuerpo seleccionado y la secuencia de

aminodcidos de la region constante de la cadena ligera de SEQ ID NO: 68.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 o la porcion de unién a antigeno de

la invencion comprende las secuencias de aminoacidos H-CDR1-3 y L-CDR1-3 de:
a) SEQ ID NO: 18, 19, 20, 21, 22 y 23, respectivamente;

b) SEQ ID NO: 24, 25, 26, 27, 28 y 29, respectivamente;
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c) SEQ ID NO: 30, 31, 32, 33, 34 y 35, respectivamente;
d) SEQ ID NO: 36, 37, 38, 39, 40 y 41, respectivamente;
e) SEQ ID NO: 42, 43, 44, 45, 46 y 47, respectivamente;
f) SEQ ID NO: 48, 49, 50, 51, 52 y 53, respectivamente;
g) SEQ ID NO: 54, 55, 56, 57, 58 y 59, respectivamente; o
h) SEQ ID NO: 60, 61, 62, 63, 64 y 65, respectivamente.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 o la porcion de unidon a antigeno de

la invencién comprende un dominio variable de cadena pesada y un dominio variable de

cadena ligera que tiene las secuencias de aminoacidos de:

a) SEQ ID NO: 2y 3, respectivamente;

b) SEQ ID NO: 4y 5, respectivamente;

c) SEQ ID NO: 4 y 66, respectivamente;

d) SEQ ID NO: 6y 7, respectivamente;

e) SEQ ID NO: 8y 9, respectivamente;

f) SEQ ID NO: 10 y 11, respectivamente;

g) SEQ ID NO: 12 y 13, respectivamente;

h) SEQ ID NO: 14 y 15, respectivamente; o

1) SEQ ID NO: 16 y 17, respectivamente.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 de la invencion comprende:

a) una HC que comprende las secuencias de amino&cidos de SEQ ID NO: 2y 67 y

una LC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 3y 68;

b) una HC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 4y 67 y

una LC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 5y 68;

¢) una HC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 4y 67 y

una LC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 66 y 68;
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d) una HC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 6y 67 y

una LC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 7 y 68;

e) una HC que comprende las secuencias de amino&cidos de SEQ ID NO: 8y 67 y

una LC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 9y 68;

f) una HC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 10y 67 y

una LC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 11y 68;

g) una HC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 12y 67 y

una LC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 y 68;

h) una HC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 14y 67 y

una LC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 15y 68; o

i) una HC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 y 67 y

una LC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 y 68.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o porcién de unién a antigeno de la invencién
comprende H-CDR1-3 y L-CDR1-3 que comprenden las secuencias de amino&cidos de SEQ
ID NO: 18-20 y SEQ ID NO: 21-23, respectivamente. En ciertas realizaciones, el anticuerpo
anti-PD-1 comprende un V4 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2y
un V. que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3. En realizaciones
concretas, el anticuerpo anti-PD-1 comprende una cadena pesada que comprende las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y 67 y una cadena ligera que comprende las

secuencias de aminoécidos de SEQ ID NO: 3y 68.

La invencion también proporciona un anticuerpo anti-PD-1 o una porcién de union a
antigeno del mismo que se une a un epitopo de PD-1 que comprende el residuo de
aminoacido K131 (p.ej., anticuerpos 12819 y 12865 tales como los enumerados en las
Tablas 1, 4-9 y 11-14). En algunas realizaciones, el epitopo comprende adicionalmente los
residuos de aminoacido P130 y Al132, y puede comprender adicionalmente residuos de
aminoacido V64 y L128 (p.ej., un anticuerpo 12819). En algunas realizaciones, el epitopo

comprende adicionalmente el residuo de aminoacido E136 (p.ej., un anticuerpo 12865).

La invencién también proporciona un anticuerpo anti-PD-1 o una porcién de unién a
antigeno del mismo que se une a un epitopo de PD-1 que comprende los residuos de
aminoacido V44 y T145 de SEQ ID NO: 1 (p.ej.,, un anticuerpo 13112 tales como los
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enumerados en las Tablas 1, 4-7, 9y 11-14).

En realizaciones concretas, el anticuerpo o porcion se unen a un epitopo de PD-1
gue comprende los residuos de aminoacido V64, L128, P130, K131y A132 de SEQ ID NO: 1
(p.€j., un anticuerpo 12819), los residuos de aminoécido K131 y E136 de SEQ ID NO: 1
(p-€j., un anticuerpo 12865), o los residuos de aminoacido V44 y T145 de SEQ ID NO: 1
(p.€j., un anticuerpo 13112).

La invencién también proporciona un anticuerpo monoclonal o una porcion de unién a
antigeno del mismo que se une a un epitopo de PD-1 que comprende los residuos de
aminoacido 69-90 y 122-140 de SEQ ID NO: 1 (p.ej., un anticuerpo 12819 o 12865). En
ciertas realizaciones, el anticuerpo monoclonal o porcién de unién a antigeno se unen a un
epitopo de PD-1 que comprende los residuos de aminoacido 56-64, 69-90 y 122-140 de SEQ
ID NO: 1 (p.€j., un anticuerpo 12819). En ciertas realizaciones, el anticuerpo o porcion se
unen a los residuos 69-75 (o un fragmento del mismo) de SEQ ID NO: 1 (p.€j., un anticuerpo
12819 o 12865). En ciertas realizaciones, el anticuerpo o porcion se unen a los residuos 136-
140 (o un fragmento del mismo) de SEQ ID NO: 1 (p.ej., un anticuerpo 12819 o 12865). En
algunas realizaciones, el anticuerpo o porcion se unen a los residuos 69-75 (o un fragmento
del mismo) y los residuos 136-140 (o un fragmento del mismo) de SEQ ID NO: 1 (p.ej., un
anticuerpo 12819 o 12865).

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 o la porcidén de unién a antigeno de

la invencién tienen al menos una de las siguientes propiedades:
a) se une a PD-1 humana con una Kp de 750 pM 0 menos;
b) se une a PD-1 de cinomolgo con una Kp de 7 nM 0 menos;
c) se une a PD-1 de raton con una Kp de 1 nM 0 menos;
d) no se une a PD-1 de rata;
e) aumenta la secrecion de IL-2 en un ensayo de sangre completa SEB,;

f) aumenta la secrecion de IFN-y en un ensayo de reaccion mixta linfocitaria

unidireccional;

g) inhibe la interaccion de PD-1 con PD-L1 en al menos 60% a una concentracién de

10 g/ml en un analisis competitivo de citometria de flujo;
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h) bloguea la union de PD-L1 y PD-L2 a PD-1 en al menos un 90% a una

concentracion de 10 yg/ml segun se determina mediante andlisis de interferometria

Bio-Layer; e
i) inhibe el crecimiento tumoral in vivo.

Los ejemplos de tal anticuerpo incluyen, sin limitacion, un anticuerpo 12819 (que
tiene las propiedades a-i); anticuerpos 12748, 12892 y 12777 (que tienen al menos las
propiedades a, b, y e-h); anticuerpos 12865 y 12796 (que tienen al menos las propiedades a,
b, e, fy h) y anticuerpos 12760 y 13112 (que tienen al menos las propiedades a, b, e, y f). En
algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 o la porcién de unién a antigeno de la
invencion tienen todas las propiedades mencionadas. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-PD-1 o la porcién de unién a antigeno tienen al menos las propiedades a, b y
e-h. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 o la porcién de unién a antigeno
tienen al menos las propiedades a, b, e, f, y h. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-

PD-1 o la porcién de union a antigeno tiene al menos las propiedades a, b, e, y f.

A menos que se indique lo contrario, 12819, 12748, 12865, 12892, 12796, 12777,
12760 y 13112 se refieren a un grupo de anticuerpos que tienen las mismas seis CDR y que
comparten los primeros cinco digitos en sus designaciones numéricas de diez digitos. Por
ejemplo, 12748 incluye las variantes de anticuerpo 12748.15381 y 12748.16124, que tienen
las mismas seis CDR (como se muestra en la Tabla 2). Se espera que cada grupo de

anticuerpos comparta las mismas o sustancialmente las mismas propiedades biol6gicas.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 o la porcién de unién a antigeno de
la invencion no compiten por la unién a PD-1 con pembrolizumab o nivolumab. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 o la porcién de unién a antigeno de la invencién no se
unen al mismo epitopo que pembrolizumab o nivolumab; por ejemplo, el anticuerpo o la
porcion de la invencibn se unen a uno o mas residuos en PD-1 que no se unen a

pembrolizumab o nivolumab.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona composiciones farmacéuticas que
comprenden al menos un anticuerpo anti-PD-1 o una porcion de union a antigeno del mismo

como se describe en la presente memoria y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion proporciona adicionalmente moléculas de acido nucleico
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aisladas que comprenden una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena pesada o
una porcién de unién a antigeno de la misma, una secuencia de nucleétidos que codifica la
cadena ligera o una porcion de union a antigeno de la misma, o ambas, de un anticuerpo

anti-PD-1 como se describe en la presente memoria.

La presente invencién también proporciona vectores que comprenden una molécula
de acido nucleico aislada de este tipo, en donde dicho vector comprende adicionalmente una

secuencia de control de la expresion.

La presente invencién también proporciona células anfitrionas que comprenden una
secuencia de nucledtidos que codifica la cadena pesada o una porcion de union a antigeno
de la misma, una secuencia de nucle6tidos que codifica la cadena ligera o una porcién de
unién a antigeno de la misma, o ambas, de un anticuerpo PD-1 como se describe en la

presente memoria.

La presente invencién también proporciona un método para producir un anticuerpo o
porciébn de union a antigeno del mismo como se describe en la presente memoria, que
comprende proporcionar una célula anfitriona que comprende una secuencia de nucleotidos
gue codifica la cadena pesada o una porcién de uniéon a antigeno de la misma y una
secuencia de nucledtidos que codifica la cadena ligera o una porcion de unién a antigeno de
la misma de un anticuerpo anti-PD-1 como se describe en la presente memoria, cultivando
dicha célula anfitriona en condiciones adecuadas para la expresion del anticuerpo o porcion,

y aislando el anticuerpo o porcion resultante.

La presente invencion también proporciona una molécula de unién biespecifica que
tiene la especificidad de union de un anticuerpo anti-PD-1 descrito en la presente memoria y
la especificidad de unidon de otro anticuerpo anti-PD-1 (p.ej., otro anticuerpo anti-PD-1
descrito en la presente memoria) o un anticuerpo que se dirige a una proteina diferente, tal
como otra proteina inmunitaria de punto de control, un antigeno canceroso u otra molécula

de superficie celular cuya actividad media en una enfermedad tal como el cancer.

La presente invencién también proporciona un método para mejorar la inmunidad en
un paciente (p.ej., un paciente humano) que lo necesita, que comprende administrar a dicho
paciente un anticuerpo anti-PD-1 o una porcién de union a antigeno del mismo, una
composicion farmaceéutica, o una molécula de union biespecifica como se describe en la

presente memoria.
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La presente invencion proporciona adicionalmente un método para tratar el cancer en
un paciente (p.ej., un paciente humano), que comprende administrar a dicho paciente un
anticuerpo anti-PD-1 o una porcion de unidon a antigeno del mismo, una composicion
farmacéutica, o una molécula de union biespecifica como se describe en la presente
memoria. En algunas realizaciones, el cancer se origina en un tejido seleccionado del grupo
que consiste en piel, pulmon, intestino, ovario, cerebro, préstata, rifion, tejidos blandos,
sistema hematopoyético, cabeza y cuello, higado, vejiga, mama, estdbmago, Uutero y
pancreas. El cancer puede ser, por ejemplo, melanoma avanzado o metastasico, cancer de
pulmén de células no pequefias, cancer de células escamosas de cabeza y cuello,
carcinoma de células renales o linfoma de Hodgkin. En algunas realizaciones, el método
comprende adicionalmente administrar un agente quimioterapéutico, un agente
antineoplasico, un agente anti-angiogénico, un inhibidor de tirosina quinasa, o un inhibidor de
la ruta de PD-1.

La presente invencion proporciona adicionalmente anticuerpos o porciones de union
a antigeno de la presente invencién para su uso en los tratamientos mencionados
anteriormente, y el uso de los anticuerpos o porciones de union a antigeno de la presente
invencion para la fabricacion de medicamentos para los tratamientos mencionados
anteriormente, es decir, el tratamiento de un ser humano que lo necesite para mejorar su
sistema inmunitario, y el tratamiento de un ser humano con cancer, tal como uno de los

canceres mencionados anteriormente.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra un producto de PCR que contiene las regiones Vy y V. del
anticuerpo anti-PD-1 AAS-12819 (que se muestra en color negro) clonadas en marco con la
correspondiente cadena pesada humana IgG1l-CH1-CH2-CH3 y fragmentos constantes
lambda de la cadena ligera humana, respectivamente. Los sitios de restriccion para esta
clonacion son Apal y Avrll. Los sitios de restriccion Ascl y Nhel se muestran entre los
extremos 5' de V4 y VL. El origen de replicacion del plasmido se representa como pUCo vy el

gen que confiere resistencia a ampicilina se representa como AmpR.

La Figura 2 muestra una construccion de expresion con un promotor doble CMV
insertado entre los extremos 5' de Vu y V. utilizando sitios de restriccion Ascl y Nhel. Las
secuencias Vu y V. se representan en color negro, otros elementos genéticos anotados se

representan en color blanco.
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Las Figuras 3A-3C muestran gréficos de puntos de citometria de flujo representativos
para (A) un clon de anticuerpo que se une especificamente a células transfectadas con PD-1
humana, (B) un clon que no se une especificamente a células CHO-S, y (C) un clon que no

se une a ninguna de las poblaciones celulares utilizadas en el escrutinio.

La Figura 4 muestra la frecuencia de linfocitos que expresan PD-1 en seis donantes

(D1-D6) antes y después de la estimulacion con SEB (Enterotoxina B de Staphylococcus).

Las Figuras 5 A-1 muestran la titulacion de anticuerpos anti-PD-1 candidatos en un

ensayo con SEB.

Las Figuras 6A-H muestran la titulacion de anticuerpos anti-PD-1 candidatos en un

ensayo MLR unidireccional.

Las Figuras 7A-B muestran la union de PD-L1 a células que expresan PD-1 en

presencia de anticuerpos anti-PD-1.

La Figura 8 muestra una descripcion general de los grupos de epitopos identificados
(depdsitos de epitopos) para anticuerpos anti-PD-1 sometidos a ensayo 12866.13188,
12807.13177, 12819.17149, 12865.17150, 12892.13195, 12777.15382, 12760.13169,
13112.15380, y nivolumab y andlogos de pembrolizumab. Los anticuerpos conectados por
lineas de color negras indican actividad de bloqueo cruzado. Los anticuerpos se agrupan de
acuerdo con los patrones de competencia con otros anticuerpos anti-PD-1. Nivo: anélogo de

nivolumab; Pembro: andlogo de pembrolizumab.

La Figura 9 (paneles AG) muestra la ubicacion de epitopos de anticuerpos en la
estructura de PD-1 humana (PDB 4ZQK y 2M2D). A) Vifieta del dominio extracelular (ECD)
de PD-1 humana (residuos 33-150). Se ilustran la ubicacién del GFCC y la hoja 3 de ABED y
el bucle C'-D. B) Vifieta de PD-1 humana: complejo PD-L1 humano en los mismos angulos
de vision que en (A). C) Modelo molecular del epitopo de pembrolizumab que se muestra
como un mapa de densidad con areas mas oscuras que representan regiones que median
una union mas fuerte. Las zonas de color negro representan residuos de contacto
encontrados mediante barrido de alanina. D) Modelo molecular del epitopo nivolumab
representado como en (C). E) Modelo molecular del epitopo de anticuerpo 12819
representado como en (C). F) Modelo molecular del epitopo de anticuerpo 12865

representado como en (C).
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La Figura 10 (paneles AD) muestra el efecto del tratamiento con el anticuerpo anti-
PD-1 12819, 17149 o un vehiculo sobre el crecimiento tumoral en cuatro modelos de tumor
singénico. A) CT26 (cancer de colon). B) C38 (cancer de colon). C) ASB-XIV (cancer de
pulmén). D) SalN (fibrosarcoma). El &rea de color gris indica el periodo de tratamiento. Los

datos se presentan como medias £ ETM. * P <0,001.

La Figura 11 muestra el efecto del tratamiento con el anticuerpo anti-PD-1
12819.17149, pembrolizumab (Keytruda®), o vehiculo sobre el crecimiento tumoral de un
modelo de tumor de xenoinjerto semi-humanizado, donde la linea celular de melanoma
humano A375 se mezclé con células T humanas CD8+ y CD4+ purificadas antes de la
inoculacion. El area de color gris indica el periodo de tratamiento. Los datos se presentan
como medias £ ETM. * P <0,001.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona nuevos anticuerpos anti-PD-1 humanos que
pueden usarse para mejorar el sistema inmunitario en un paciente humano, tal como un
paciente con cancer. A menos que se indique lo contrario, segun se utiliza en la presente
memoria, "PD-1" se refiere a PD-1 humana. Una secuencia de polipéptido de PD-1 humana
esta disponible bajo el Numero de Acceso Uniprot Q15116 (PDCD1 _HUMAN), que se
muestra aqui como SEQ ID NO: 1.

El término "anticuerpo” (Ab) o "inmunoglobulina” (1g), segun se utiliza en la presente
memoria, se refiere a un tetramero que comprende dos cadenas pesadas (H)
(aproximadamente 50-70 kDa) y dos cadenas ligeras (L) (aproximadamente 25 kDa)
interconectadas por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada esta compuesta por un dominio
variable de cadena pesada (Vu) y una region constante de cadena pesada (CH). Cada
cadena ligera esta compuesta por un dominio variable de cadena ligera (VL) y una region
constante de cadena ligera (CL). Los dominios Vu y V. se pueden subdividir adicionalmente
en regiones de  hipervariabilidad, denominadas ‘"regiones determinantes de
complementariedad" (CDR), intercaladas con regiones que estdn mas conservadas,
denominadas "regiones marco" (FR). Cada V4 y V. esta compuesto de tres CDR (H-CDR
designa aqui una CDR de la cadena pesada, y L-CDR designha una CDR de la cadena ligera)
y cuatro FR, dispuestas desde el extremo amino al extremo carboxilo en el siguiente orden:
FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. La asignacion de los nimeros de aminoacidos

en la cadena pesada o ligera puede ser de acuerdo con las definiciones del IMGT® (Lefranc
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et al, Dev Comp Immunol 27(1):55-77 (2003)); o las definiciones de Kabat, Sequences of
Proteins of immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, MD (1987 y
1991)); Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987); o Chothia et al., Nature 342:878-
883 (1989).

El término "anticuerpo recombinante” se refiere a un anticuerpo que se expresa a
partir de una célula o linea celular que comprenden la secuencia o secuencias de
nucleétidos que codifican el anticuerpo, donde dicha o dichas secuencias de nucleétidos no

estan asociadas de forma natural con la célula.

Los términos "proteina aislada”, "polipéptido aislado"” o "anticuerpo aislado" se
refieren a una proteina, polipéptido o anticuerpo que, en virtud de su origen o fuente de
obtencion (1), no estan asociados con los componentes naturalmente asociados que lo
acompafan en su estado nativo, (2) estan libres de otras proteinas de la misma especie, (3)
son expresados por una célula de una especie diferente y/o (4) no aparecen en la
naturaleza. Por lo tanto, un polipéptido que se sintetiza quimicamente o se sintetiza en un
sistema celular diferente de la célula de la que se origina de manera natural se "aislara" de
sus componentes asociados de forma natural. Una proteina también puede volverse
sustancialmente libre de componentes asociados de forma natural mediante aislamiento,

utilizando mecanismos de purificacion de proteinas bien conocidos en la técnica.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "linea germinal” se refiere a las
secuencias de nucle6tidos y aminoacidos de genes de anticuerpos y segmentos de genes a
medida que pasan de padres a hijos a través de células germinales. Las secuencias de la
linea germinal se distinguen de las secuencias de nucle6tidos que codifican anticuerpos en
células B maduras, que han sido alteradas por eventos de recombinacion e hipermutacion
durante el curso de la maduracion de células B. Un anticuerpo que "utiliza" una secuencia de
linea germinal concreta tiene una secuencia de nucleétidos o aminoacidos que se alinea con
esa secuencia de nucleédtidos de la linea germinal o con la secuencia de aminoacidos que
especifica mas estrechamente que con cualquier otra secuencia de nucleétidos o

aminodcidos de la linea germinal.

El término "afinidad" se refiere a una medida de la atraccion entre un antigeno y un
anticuerpo. La capacidad de atraccion intrinseca del anticuerpo por el antigeno se expresa
tipicamente como la constante de equilibrio de afinidad de unién (Kp) de una interaccion

anticuerpo-antigeno concreta. Se dice que un anticuerpo se une especificamente a un
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antigeno cuando la KD es <1 mM, preferiblemente <100 nM. Una constante de afinidad de
union Kp se puede medir, por ejemplo, mediante resonancia de plasmén superficial
(BIAcore™) o Interferometria Bio-Capa, utilizando por ejemplo el sistema ProteOn™ XPR36
SPR de Bio-Rad o el sistema Octet™.

El término "kor' se refiere a la constante de velocidad de disociacion de una
interaccion anticuerpo-antigeno concreta. Una constante de velocidad de disociacion Ko se

puede medir mediante Interferometria Bio-Capa, por ejemplo, utilizando el sistema Octet™.

El término "epitopo", segun se utiliza en la presente memoria, se refiere a una
porcion (determinante) de un antigeno que se une especificamente a un anticuerpo o a una
molécula relacionada tal como una molécula de unidén biespecifica. Los determinantes
epitépicos generalmente consisten en agrupaciones superficiales quimicamente activas de
moléculas tales como aminoacidos o carbohidratos o cadenas laterales de azucar y, en
general, tienen caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como
caracteristicas de carga especificas. Un epitopo puede ser "lineal" o "conformacional”. En un
epitopo lineal, todos los puntos de interaccion entre una proteina (p.ej., un antigeno) y una
molécula que interactta (tal como un anticuerpo) se producen linealmente a lo largo de la
secuencia de aminoacidos primaria de la proteina. En un epitopo conformacional, los puntos
de interaccion ocurren a través de residuos de aminoacido en la proteina que estan
separados entre si en la secuencia de amino4cidos primaria. Una vez que se determina un
epitopo deseado en un antigeno, es posible generar anticuerpos para ese epitopo utilizando
técnicas bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, se puede generar un anticuerpo para un
epitopo lineal, por ejemplo, inmunizando un animal con un péptido que tiene los residuos de
aminoacido del epitopo lineal. Se puede generar un anticuerpo para un epitopo
conformacional, por ejemplo, inmunizando un animal con un mini dominio que contiene los
residuos de aminoacido relevantes del epitopo conformacional. También se puede generar
un anticuerpo para un epitopo particular, por ejemplo, inmunizando un animal con la
molécula objetivo de interés o una porcion relevante de la misma (p.ej., el ECD de PD-1),

luego seleccionando la unién al epitopo.

Se puede determinar si un anticuerpo se une al mismo epitopo o compite por la union
con un anticuerpo anti-PD-1 de la invencion utilizando métodos conocidos en la técnica, que
incluyen, sin limitacion, ensayos competitivos, agrupamiento de epitopos y barrido de

alanina. En algunas realizaciones, el anticuerpo de ensayo y un anticuerpo anti-PD-1 de la
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invencién se unen a al menos un residuo comun (p.ej., al menos dos, tres, cuatro o cinco
residuos comunes) en PD-1. En realizaciones adicionales, los residuos de contacto en PD-1
son completamente idénticos entre el anticuerpo de ensayo y el anticuerpo anti-PD-1 de la
invenciéon. En una realizacion, se permite que el anticuerpo anti-PD-1 de la invencion se una
a PD-1 en condiciones de saturacion y a continuacion se mide la capacidad del anticuerpo
de ensayo para unirse a PD-1. Si el anticuerpo de ensayo puede unirse a PD-1 al mismo
tiempo que el anticuerpo anti-PD-1 de referencia, en ese caso el anticuerpo de ensayo se
une a un epitopo diferente que el anticuerpo de referencia anti-PD-1. Sin embargo, si el
anticuerpo de ensayo no es capaz de unirse a PD-1 al mismo tiempo, en ese caso el
anticuerpo de ensayo se une al mismo epitopo, un epitopo superpuesto, 0 un epitopo que
estd muy cerca del epitopo unido al el anticuerpo anti-PD-1 de la invencion. Este
experimento se puede realizar utilizando ELISA, RIA, BIACORE™, Interferometria Bio-Capa
o citometria de flujo. Para someter a ensayo si un anticuerpo anti-PD-1 compite de forma
cruzada con otro anticuerpo anti-PD-1, se puede utilizar el método de competicién descrito
anteriormente en dos direcciones, es decir, determinar si el anticuerpo conocido bloquea el
anticuerpo de ensayo y viceversa. Dichos experimentos de competicion cruzada pueden

realizarse, por ejemplo, utilizando un aparato IBIS MX96 SPR o el sistema Octet™.

El término "anticuerpo quimérico” se refiere en su sentido mas amplio a un anticuerpo
gue contiene una 0 Mas regiones de un anticuerpo y una o mas regiones de uno o mas
anticuerpos diferentes, tipicamente un anticuerpo que es parcialmente de origen humano y
parcialmente de origen no humano, es decir, obtenido en parte de un animal no humano, por
ejemplo un ratén, rata u otro roedor, o un ave tal como un pollo. Los anticuerpos quiméricos
se prefieren sobre los anticuerpos no humanos con el fin de reducir el riesgo de una
respuesta anti-anticuerpo humano, por ejemplo, una respuesta de anticuerpos humanos anti-
ratén en el caso de un anticuerpo murino. Un ejemplo de un anticuerpo quimérico tipico es
aquel en el que las secuencias del dominio variable son murinas mientras que las
secuencias de la regidn constante son humanas. En el caso de un anticuerpo quimérico, las
partes no humanas pueden someterse a una alteracion adicional para humanizar el
anticuerpo. Los anticuerpos quiméricos descritos en la presente memoria tienen secuencias

de dominio variable de pollo y secuencias de regiéon constante humanas.

El término "humanizar" se refiere al hecho de que cuando un anticuerpo es total o

parcialmente de origen no humano (p.ej., un anticuerpo murino o de pollo obtenido a partir de
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la inmunizacion de ratones o pollos, respectivamente, con un antigeno de interés, o un
anticuerpo quimérico basado en tal anticuerpo murino o de pollo), es posible remplazar
ciertos aminoacidos, en particular en las regiones marco y las regiones constantes de las
cadenas pesada y ligera, con el fin de evitar o minimizar una respuesta inmunitaria en seres
humanos. Aunque no es posible predecir exactamente la inmunogenicidad y por lo tanto la
respuesta anti-anticuerpo humana de un anticuerpo concreto, los anticuerpos no humanos
tienden a ser mas inmunogénicos en seres humanos que los anticuerpos humanos. Se ha
demostrado que los anticuerpos quiméricos, en los que se han reemplazados las regiones
constantes fordneas (p.ej., de roedor o aviar) por secuencias de origen humano, son
generalmente menos inmunogénicos que los anticuerpos de origen completamente foraneo,
y la tendencia de los anticuerpos terapéuticos es hacia anticuerpos humanizados o
completamente humanos. Los anticuerpos quiméricos u otros anticuerpos de origen no
humano pueden ser humanizados por tanto para reducir el riesgo de respuesta anti-

anticuerpo humana.

Para los anticuerpos quiméricos, la humanizacion tipicamente implica la modificacién
de las regiones marco de las secuencias de dominio variable. Los residuos de aminoacido
que forman parte de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) con mayor
frecuencia no se alteraran en relacion con la humanizacién, aunque en ciertos casos puede
ser deseable alterar los residuos de aminoacido de la CDR individual, por ejemplo para
eliminar un sitio de glicosilacion, un sitio de desamidacion, un sitio de isomerizacién de
aspartato o un residuo de cisteina o metionina no deseado. La glicosilacién ligada a N se
produce por la unién de una cadena de oligosacaridos a un residuo de asparragina en la
secuencia tripeptidica Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, donde X puede ser cualquier aminoacido
excepto Pro. La eliminacion de un sitio de N-glicosilacién se puede lograr mutando el residuo
Asn o Ser/Thr a un residuo diferente, preferiblemente por medio de una sustitucion
conservativa. La desamidacién de residuos de asparragina y glutamina puede ocurrir
dependiendo de factores tales como el pH y la exposicion superficial. Los residuos de
asparragina son particularmente susceptibles a la desamidacion, principalmente cuando esta
presente en la secuencia Asn-Gly, y en menor medida en otras secuencias dipeptidicas tales
como Asn-Ala. Cuando dicho sitio de desamidacion, en particular Asn-Gly, esta presente en
una secuencia de CDR, puede ser deseable eliminar el sitio, tipicamente mediante

sustituciéon conservativa para eliminar uno de los residuos implicados.
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Numerosos métodos para la humanizacion de una secuencia de anticuerpo son
conocidos en la técnica; véase, por ejemplo, la resefia de Almagro y Fransson, Front Biosci.
13:1619-1633 (2008). Un método comunmente utilizado es el injerto de CDR, que para, por
ejemplo, un anticuerpo quimérico derivado murino implica la identificacion de contrapartes
del gen de la linea germinal humana de los genes del dominio variable murino y el injerto de
las secuencias CDR murinas en este marco. La especificidad de la interaccibn de un
anticuerpo con un antigeno diana reside principalmente en los residuos de aminoacido
localizados en las seis CDR de la cadena pesada y ligera. Las secuencias de aminoacidos
dentro de las CDR son, por lo tanto, mucho mas variables entre los anticuerpos individuales
gue las secuencias fuera de las CDR. Debido a que las secuencias de CDR son
responsables de la mayoria de las interacciones anticuerpo-antigeno, es posible expresar
anticuerpos recombinantes que imitan las propiedades de un anticuerpo especifico de origen
natural, o mas generalmente cualquier anticuerpo especifico con una secuencia de
aminoacidos determinada, por ejemplo, construyendo vectores de expresion que expresan
secuencias de CDR a partir del anticuerpo especifico injertado en secuencias marco de un
anticuerpo diferente. Como resultado, es posible "humanizar" un anticuerpo no humano y
aun mantener sustancialmente la especificidad de union y la afinidad del anticuerpo original.
El injerto de CDR puede basarse en las definiciones de CDR de Kabat, aunque una
publicacibn més reciente (Magdelaine-Beuzelin et al., Crit Rev. Oncol Hematol. 64:210-225
(2007)) ha sugerido que la definicion de IMGT® (the international ImMunoGeneTics
information system®, www.imgt.org) puede mejorar el resultado de la humanizaciéon (véase
Lefranc et al., Dev. Comp Immunol., 27:55-77 (2003)).

En algunos casos, el injerto de CDR puede reducir la especificidad y afinidad de
unién, y por lo tanto la actividad biolégica, de un anticuerpo no humano injertado con CDR en
comparacion con el anticuerpo parental a partir del que se obtienen las CDR. Se pueden
introducir retromutaciones (a veces denominadas "reparacién del marco") en posiciones
seleccionadas del anticuerpo injertado con CDR, tipicamente en las regiones marco, con el
fin de restablecer la especificidad de uniéon y la afinidad del anticuerpo parental. La
identificacion de las posiciones para posibles retromutaciones se puede realizar utilizando la
informacion disponible en la bibliografia y en las bases de datos de anticuerpos. Los residuos
de aminoacido que son candidatos para las retromutaciones son tipicamente los que se
encuentran en la superficie de una molécula de anticuerpo, mientras que los residuos que

estan ocultos o que tienen un bajo grado de exposicion superficial no seran alterados
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normalmente.

Una técnica de humanizacién alternativa al injerto de CDR y a la retromutacion es la
remodelacién, en la que se retienen residuos no expuestos en la superficie de origen no

humano, mientras que los residuos de la superficie se alteran a residuos humanos.

En ciertos casos, también puede ser deseable alterar uno o mas residuos de
aminodcido de la CDR para mejorar la afinidad de unién al epitopo diana. Esto se conoce
como "maduracion de afinidad" y puede realizarse opcionalmente en relacion con la
humanizacion, por ejemplo en situaciones donde la humanizacién de un anticuerpo conduce
a reduccion de la especificidad o de la afinidad de unidon y no es posible mejorar
suficientemente la especificidad o la afinidad de unién solo mediante retromutaciones. Se
conocen en la técnica diversos métodos de maduracion por afinidad, por ejemplo el método
de mutagénesis por saturacion de barrido in vitro descrito por Burks et al., Proc Natl Acad Sci
USA, 94:412-417 (1997), y el método de maduracién por afinidad in vitro por etapas de Wu
et al., Proc Natl Acad Sci USA 95:6037 - 6042 (1998).

El término "porcion de union a antigeno” de un anticuerpo (o simplemente "porcion de
anticuerpo”), segun se utiliza en la presente memoria, se refiere a una o0 mas porciones o
fragmentos de un anticuerpo que retienen la capacidad de unirse especificamente a un
antigeno (p.ej., PD-1 humana, o una porcion del mismo). Se ha demostrado que ciertos
fragmentos de un anticuerpo completo pueden realizar la funcién de unién al antigeno del
anticuerpo. Los ejemplos de fragmentos de unidn incluidos dentro del término "porcion de
union a antigeno” incluyen (i) un fragmento Fab: un fragmento monovalente que consiste en
los dominios V. , Vi, CL y Cul (p.€j., los fragmentos Fab 12819.17149 y 12865.17150
descritos a continuacioén); (i) un fragmento F(ab’).: un fragmento bivalente que comprende
dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la regién bisagra; (iii) un fragmento Fd
que consiste en los dominios V4 y Cul; (iv) un fragmento Fv que consiste en los dominios V.
y Vu de un solo brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb, que consiste en un dominio
Vu; Y (Vi) una regién determinante de la complementariedad (CDR) aislada capaz de unirse
especificamente a un antigeno. Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y Vy,
estan codificados por genes separados, se pueden unir, utilizando métodos recombinantes,
mediante un conector sintético que les permite formarse como una sola cadena de proteina
en la que los dominios V. y Vu se unen para formar moléculas monovalentes (conocidas

como Fv de cadena sencilla (scFv)). También dentro de la invencion existen moléculas de
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uniéon a antigeno que comprenden un Vy y/o un V.. En el caso de un Vy, la molécula puede
comprender también uno o mas de una region CH1, bisagra, CH2, o CH3. También se
pretende que tales anticuerpos de cadena sencilla se incluyan dentro del término "porcion de
union a antigeno" de un anticuerpo. También se incluyen otras formas de anticuerpos de
cadena sencilla, tales como los diacuerpos. Los diacuerpos son anticuerpos bivalentes
biespecificos en los que los dominios Vi y Vi se expresan en una Unica cadena polipeptidica,
pero utilizando un conector que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre
los dos dominios en la misma cadena, lo que obliga a los dominios a emparejarse con

dominios complementarios de otra cadena y la creacion de dos sitios de unién a antigeno.

Las porciones de anticuerpo, tales como los fragmentos Fab y F(ab")2, pueden
prepararse a partir de anticuerpos completos utilizando técnicas convencionales, tales como
la digestién con papaina o pepsina de anticuerpos completos. Ademas, se pueden obtener
anticuerpos, porciones de anticuerpos y moléculas de inmunoadherencia utilizando técnicas
de ADN recombinante convencionales, por ejemplo, como se describe en la presente

memoria.

La clase (isotipo) y la subclase de anticuerpos anti-PD-1 se pueden determinar
mediante cualquier método conocido en la técnica. En general, la clase y la subclase de un
anticuerpo se pueden determinar utilizando anticuerpos que son especificos para una clase y
una subclase concretas de anticuerpo. Tales anticuerpos estan disponibles comercialmente.
La clase y la subclase pueden determinarse mediante ELISA, Transferencia Western y otras
técnicas. Alternativamente, la clase y la subclase pueden determinarse secuenciando la
totalidad o una parte de las regiones constantes de las cadenas pesadas y/o ligeras de los
anticuerpos, comparando sus secuencias de aminoacidos con las secuencias de
aminodacidos conocidas de diversas clases y subclases de inmunoglobulinas, y determinando

la clase y la subclase de los anticuerpos.

Cuando se hace referencia a residuos de aminoacido concretos en una posicion
determinada de una secuencia de anticuerpo, una indicacién de, por ejemplo, "35S" se
refiere a la posicién y residuo, es decir, en este caso indica que esta presente un residuo de
serina (S) en la posicion 35 de la secuencia. De forma similar, una indicacion de, por

ejemplo, "13Q+35S" se refiere a los dos residuos en las posiciones respectivas.

A menos que se indique lo contrario, todos los nimeros de residuos de aminoacido

del anticuerpo a los que se hace referencia en esta descripcion son aquellos bajo el
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esquema de numeracion IMGT®.
Anticuerpos anti-PD-1s

La presente invencién proporciona anticuerpos dirigidos contra PD-1 y porciones de
union a antigeno de los mismos. Los anticuerpos pueden ser quiméricos, con dominios
variables derivados de pollos, y regiones constantes humanas, o pueden ser humanizados.
Los anticuerpos descritos en la presente memoria son en particular anticuerpos

humanizados.

Las secuencias de aminoacidos de Vy y V. (SEQ ID NO: 2 a 17) de ocho anticuerpos
anti-PD-1 humanizados seleccionados de la invencion se muestran mas abajo en la Tabla 4

(Ejemplo 4). Como referencia, los SEQ ID NO. se proporcionan a continuacion en la Tabla 1.

Los anticuerpos anti-PD-1 descritos en la presente memoria pueden referirse a un
namero de 5 digitos, p.ej., "12819", o a un numero de 10 digitos, por ejemplo,
"12819.15384". Segun se utiliza en la presente memoria, el nimero de 5 digitos se refiere a
todos los anticuerpos que tienen las secuencias de CDR1-3 de cadena pesada y ligera
mostradas para ese numero en la Tabla 2, mientras que el uso de un nimero de 10 digitos
se refiere a una variante humanizada concreta. Por ejemplo, 12819.15384 es una variante
humanizada concreta que tiene las secuencias de CDR de un anticuerpo 12819 como se
muestra en la Tabla 2. El numero de 5 digitos abarca, por ejemplo, anticuerpos que son
idénticos a las variantes de 10 digitos que se muestran a continuacion en la Tabla 1, excepto
algunos cambios en las FR (p. €j., que carecen de los residuos SY en el extremo N terminal
de la cadena ligera madura, o que tienen residuos SS en lugar de SY). Estas modificaciones

no cambian las propiedades funcionales (p. €j., uniéon a antigeno) de los anticuerpos.

Tabla 1 SEQ ID NO para las secuencias de aminoacidos de los dominios variables de

cadena pesada y ligera de anticuerpos humanizados anti-PD-1

Anticuerpo VH Vi
12819.15384 2 3
12748.15381 4 5

12748.16124 4 66
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La Tabla 2 siguiente proporciona los SEQ ID NO para las secuencias de aminoacidos
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12865.15377 6 7
12892.15378 8 9
12796.15376 10 11
12777.15382 12 13
12760.15375 14 15
13112.15380 16 17

de CDR de cadena pesada y ligera de los anticuerpos.

Tabla2 SEQ ID NO para las secuencias de aminoacidos de CDR de anticuerpos
anti-PD-1
Anticuerpo | H-CDR1 H-CDR2 H-CDR3 L-CDR1 L-CDR2 L-CDR3
12819 18 19 20 21 22 23
12748 24 25 26 27 28 29
12865 30 31 32 33 34 35
12892 36 37 38 39 40 41
12796 42 43 44 45 46 47
12777 48 49 50 51 52 53
12760 54 55 56 57 58 59
13112 60 61 62 63 64 65

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 se selecciona del grupo que

consiste en:
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un anticuerpo cuya H-CDR1-3 comprende las secuencias de amino&cidos de SEQ ID

NO: 18-20, respectivamente;

un anticuerpo cuyo dominio variable de cadena pesada (Vu) tiene una secuencia

idéntica en al menos 90% a la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 2;
un anticuerpo cuya Vy comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2;

un anticuerpo cuya cadena pesada (HC) comprende las secuencias de aminoacidos
de SEQ ID NO: 2y 67;

un anticuerpo cuya L-CDR1-3 comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID

NO: 21 -23, respectivamente;

un anticuerpo cuyo dominio variable de cadena ligera (VL) tiene una secuencia

idéntica en al menos 90% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3;
un anticuerpo cuya V. comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3;

un anticuerpo cuya cadena ligera (LC) comprende las secuencias de aminoacidos de
SEQ ID NO: 3y 68;

un anticuerpo cuyas H-CDR1-3 y L-CDR1-3 comprenden las secuencias de

aminoacidos de SEQ ID NO: 18-23, respectivamente;

un anticuerpo cuya Vu tiene al menos un 90% de secuencia idéntica a la secuencia
de aminoé&cidos de SEQ ID NO: 2 y cuya V. tiene una secuencia idéntica en al menos 90% a

la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3;

un anticuerpo cuyo Vy comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y

cuyo V. comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 3;y
un anticuerpo cuya HC comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO:
2y 67y cuya LC comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 3y 68.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 se selecciona del grupo que

consiste en:

un anticuerpo cuya H-CDR1-3 comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID

NO: 24-26, respectivamente;
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un anticuerpo cuyo dominio variable de cadena pesada (Vu) tiene una secuencia que

es idéntica en al menos 90% a la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 4;
un anticuerpo cuyo Vy comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4;

un anticuerpo cuya cadena pesada (HC) comprende las secuencias de aminoacidos
de SEQ ID NO: 4y 67,

un anticuerpo cuya L-CDR1-3 comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID

NO: 27-29, respectivamente;

un anticuerpo cuyo dominio variable de cadena ligera (VL) tiene una secuencia que es

idéntica en al menos 90% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 o 66;

un anticuerpo cuyo V. comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 o
66;

un anticuerpo cuya cadena ligera (LC) comprende las secuencias de aminoacidos de
SEQ ID NO: 5 0 66 y la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 68;

un anticuerpo cuyas H-CDR1-3 y L-CDR1-3 comprenden las secuencias de

aminoacidos de SEQ ID NO: 24-29, respectivamente;

un anticuerpo cuyo Vu tiene una secuencia que es idéntica en al menos 90% a la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 4 y cuyo V. tiene una secuencia que es idéntica

en al menos 90% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 o 66;

un anticuerpo cuyo Vy comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 4y

cuyo V. comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 0 66; y

un anticuerpo cuya HC comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 4
y 67 y cuya LC comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 0 66 y SEQ ID
NO: 68.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 se selecciona del grupo que

consiste en:

un anticuerpo cuya H-CDR1-3 comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID

NO: 30-32, respectivamente;

un anticuerpo cuyo dominio variable de cadena pesada (Vu) tiene una secuencia que
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es idéntica en al menos 90% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6;
un anticuerpo cuyo Vy comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6;

d) un anticuerpo cuya cadena pesada (HC) comprende las secuencias de
amino&cidos de SEQ ID NO: 6y 67;

un anticuerpo cuya L-CDR1-3 comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID

NO: 33-35, respectivamente;

un anticuerpo cuyo dominio variable de cadena ligera (VL) tiene una secuencia que es

idéntica en al menos 90% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7;
un anticuerpo cuyo V. comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7;

un anticuerpo cuya cadena ligera (LC) comprende las secuencias de aminoacidos de
SEQ ID NO: 7y 68;

un anticuerpo cuyas H-CDR1-3 y L-CDR1-3 comprenden las secuencias de

aminodacidos de SEQ ID NO: 30-35, respectivamente;

un anticuerpo cuyo Vu tiene una secuencia que es idéntica en al menos 90% a la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 6 y cuyo V. tiene una secuencia que es idéntica

en al menos 90% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7,

un anticuerpo cuyo Vy comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 y

cuyo V. comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7;y
un anticuerpo cuya HC comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO:
6y 67y cuya LC comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 7 y 68.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 se selecciona del grupo que

consiste en:

un anticuerpo cuya H-CDR1-3 comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID

NO: 36-38, respectivamente;

un anticuerpo cuyo dominio variable de cadena pesada (VH) tiene una secuencia que

es idéntica en al menos 90% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8;

un anticuerpo cuyo Vy comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8;
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d) un anticuerpo cuya cadena pesada (HC) comprende las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 8y 67;

un anticuerpo cuya L-CDR1-3 comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID

NO: 39-41, respectivamente;

un anticuerpo cuyo dominio variable de cadena ligera (V.) tiene una secuencia que es

idéntica en al menos 90% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9;
un anticuerpo cuyo V. comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9;

un anticuerpo cuya cadena ligera (LC) comprende las secuencias de aminoacidos de
SEQ ID NO: 9y 68;

un anticuerpo cuyas H-CDR1-3 y L-CDR1-3 comprenden las secuencias de

aminodcidos de SEQ ID NO: 36-41, respectivamente;

un anticuerpo cuyo Vy tiene una secuencia que es idéntica en al menos 90% a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 y cuyo V. tiene una secuencia que es idéntica

en al menos 90% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9;

un anticuerpo cuyo Vy comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 y

cuyo V. comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 9; y

un anticuerpo cuya HC comprende las secuencias de aminoéacidos de SEQ ID NO: 8

y 67 y cuya LC comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 9y 68.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 se selecciona del grupo que

consiste en:

un anticuerpo cuya H-CDR1-3 comprende las secuencias de amino&cidos de SEQ ID

NO: 42-44, respectivamente;

un anticuerpo cuyo dominio variable de cadena pesada (Vu) tiene una secuencia que

es idéntica en al menos 90% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10;
un anticuerpo cuyo Vy comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10;

un anticuerpo cuya cadena pesada (HC) comprende las secuencias de aminoacidos
de SEQ ID NO: 10y 67;
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un anticuerpo cuya L-CDR1-3 comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID

NO: 45-47, respectivamente;

un anticuerpo cuyo dominio variable de cadena ligera (VL) tiene una secuencia que es

idéntica en al menos 90% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11;
un anticuerpo cuyo V. comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11;

un anticuerpo cuya cadena ligera (LC) comprende las secuencias de aminoacidos de
SEQ ID NO: 11y 68;

un anticuerpo cuyas H-CDR1-3 y L-CDR1-3 comprenden las secuencias de

aminodcidos de SEQ ID NO: 42-47, respectivamente;

un anticuerpo cuyo Vy tiene una secuencia que es idéntica en al menos 90% a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 y cuyo V. tiene una secuencia que es idéntica

en al menos 90% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11;

un anticuerpo cuyo Vy comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 y

cuyo V. comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 11; y

un anticuerpo cuya HC comprende las secuencias de aminoécidos de SEQ ID NO: 10

y 67 y cuya LC comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 11y 68.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 se selecciona del grupo que

consiste en:

un anticuerpo cuya H-CDR1-3 comprende las secuencias de amino&cidos de SEQ ID

NO: 48-50, respectivamente;

un anticuerpo cuyo dominio variable de cadena pesada (Vu) tiene una secuencia que

es idéntica en al menos 90% a la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 12;
un anticuerpo cuyo Vy comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12;

un anticuerpo cuya cadena pesada (HC) comprende las secuencias de aminoacidos
de SEQ ID NO: 12 y 67;

un anticuerpo cuya L-CDR1-3 comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID

NO: 51-53, respectivamente;
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un anticuerpo cuyo dominio variable de cadena ligera (VL) tiene una secuencia que es

idéntica en al menos 90% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13;
un anticuerpo cuyo V. comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13;

un anticuerpo cuya cadena ligera (LC) comprende las secuencias de aminoacidos de
SEQ ID NO: 13y 68;

un anticuerpo cuyas H-CDR1-3 y L-CDR1-3 comprenden las secuencias de

aminodcidos de SEQ ID NO: 48-53, respectivamente;

un anticuerpo cuyo Vy tiene una secuencia que es idéntica en al menos 90% a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 y cuyo V. tiene una secuencia que es idéntica

en al menos 90% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13;

un anticuerpo cuyo Vy comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 y

cuyo V. comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13;y

un anticuerpo cuya HC comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 12

y 67 y cuya LC comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 13y 68.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 se selecciona del grupo que

consiste en:

un anticuerpo cuya H-CDR1-3 comprende las secuencias de aminoéacidos de SEQ ID

NO: 54-56, respectivamente;

un anticuerpo cuyo dominio variable de cadena pesada (Vu) tiene una secuencia que

es idéntica en al menos 90% a la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 14;
un anticuerpo cuyo V4 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14;

un anticuerpo cuya cadena pesada (HC) comprende las secuencias de aminoacidos
de SEQ ID NO: 14 y 67;

un anticuerpo cuya L-CDR1-3 comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID

NO: 57-59, respectivamente;

un anticuerpo cuyo dominio variable de cadena ligera (VL) tiene una secuencia que es

idéntica en al menos 90% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15;
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un anticuerpo cuyo V. comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15;

un anticuerpo cuya cadena ligera (LC) comprende las secuencias de aminoacidos de
SEQ ID NO: 15y 68;

un anticuerpo cuyas H-CDR1-3 y L-CDR1-3 comprenden las secuencias de

aminoacidos de SEQ ID NO: 54-59, respectivamente;

un anticuerpo cuyo Vy tiene una secuencia que es idéntica en al menos 90% a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 y cuyo V. tiene una secuencia que es idéntica

en al menos 90% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15;

un anticuerpo cuyo Vy comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 y

cuyo V. comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15;y

un anticuerpo cuya HC comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 14

y 67 y cuya LC comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 15y 68.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 se selecciona del grupo que

consiste en:

un anticuerpo cuya H-CDR1-3 comprende las secuencias de aminoécidos de SEQ ID

NO: 60-62, respectivamente;

un anticuerpo cuyo dominio variable de cadena pesada (V4) tiene una secuencia que

es idéntica en al menos 90% a la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 16;
un anticuerpo cuyo Vy comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16;

un anticuerpo cuya cadena pesada (HC) comprende las secuencias de aminoacidos
de SEQ ID NO: 16y 67,

un anticuerpo cuya L-CDR1-3 comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID

NO: 63-65, respectivamente;

un anticuerpo cuyo dominio variable de cadena ligera (VL) tiene una secuencia que es

idéntica en al menos 90% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17;
un anticuerpo cuyo V. comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17;

un anticuerpo cuya cadena ligera (LC) comprende las secuencias de aminoacidos de
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SEQ ID NO: 17 y 68;

un anticuerpo cuyas H-CDR1-3 y L-CDR1-3 comprenden las secuencias de

aminoacidos de SEQ ID NO: 60-65, respectivamente;

un anticuerpo cuyo Vu tiene una secuencia que es idéntica en al menos 90% a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 y cuyo V. tiene una secuencia que es idéntica

en al menos 90% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17;

un anticuerpo cuyo Vy comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 y

cuyo V. comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17;

un anticuerpo cuya HC comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 16

y 67 y cuya LC comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 y 68.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 o una porcién de uniéon a antigeno
del mismo comprende las secuencias de aminoacidos H-CDR1-3 y L-CDR1-3 de un
anticuerpo 12819 (p.ej., anticuerpo 12819.15384).

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 o una porcién de unidén a antigeno
del mismo comprende las secuencias de aminoacidos H-CDR1-3 y L-CDR1-3 de un
anticuerpo 12748 (p.ej., anticuerpo 12748.15381 o anticuerpo 12748.16124) .

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 o una porcién de unién a antigeno
del mismo comprende las secuencias de aminoacidos H-CDR1-3 y L-CDR1-3 de un
anticuerpo 12865 (p.ej., anticuerpo 12865.15377).

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 o una porcién de unioén a antigeno
del mismo comprende las secuencias de aminoacidos H-CDR1-3 y L-CDR1-3 de un
anticuerpo 12892 (p.ej., anticuerpo 12892.15378).

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 o una porcién de unién a antigeno
del mismo comprende las secuencias de aminoacidos H-CDR1-3 y L-CDR1-3 de un
anticuerpo 12796 (p.ej., anticuerpo 12796.15376).

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 o una porcién de uniéon a antigeno
del mismo comprende las secuencias de aminoacidos H-CDR1-3 y L-CDR1-3 de un
anticuerpo 12777 (p.ej., anticuerpo 12777.15382).
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En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 o una porcién de unién a antigeno
del mismo comprende las secuencias de aminoacidos H-CDR1-3 y L-CDR1-3 de un
anticuerpo 12760 (p.ej., anticuerpo 12760.15375).

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 o una porcién de unidén a antigeno
del mismo comprende las secuencias de aminoacidos H-CDR1-3 y L-CDR1-3 de un
anticuerpo 13112 (p.ej., anticuerpo 13112.15380).

En otra realizacion, el anticuerpo anti-PD-1 o una porcién de unién a antigeno del
mismo tiene un Vy y un V. que tienen una secuencia de aminoacidos idéntica en al menos
90% (p.ej., al menos 91%, 92%, 93%, 94 %, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99%) a la de Vn y VL,
respectivamente, de uno cualquiera de los anticuerpos 12819.15384, 12748.15381,
12748.16124, 12865.15377, 12892.15378, 12796.15376, 12777.15382, 12760.15375 y
13112.15380.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 o una porcién de unién a antigeno
del mismo tiene un Vu y un Vi que comprenden las secuencias de aminoéacidos de Vy y Vi,
respectivamente, de cualquiera de los anticuerpos 12819.15384, 12748.15381,
12748.16124, 12865.15377, 12892.15378, 12796.15376, 12777.15382, 12760.15375 y
13112.15380.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 o una porcién de unién a antigeno

del mismo comprende las secuencias de aminoacidos H-CDR1-3 y L-CDR1-3 de:
a) SEQ ID NO: 18, 19, 20, 21, 22 y 23, respectivamente;
b) SEQ ID NO: 24, 25, 26, 27, 28 y 29, respectivamente;
c) SEQ ID NO: 30, 31, 32, 33, 34 y 35, respectivamente;
d) SEQ ID NO: 36, 37, 38, 39, 40 y 41, respectivamente;
e) SEQ ID NO: 42, 43, 44, 45, 46 y 47, respectivamente;
f) SEQ ID NO: 48, 49, 50, 51, 52 y 53, respectivamente;
g) SEQ ID NO: 54, 55, 56, 57, 58 y 59, respectivamente; o
h) SEQ ID NO: 60, 61, 62, 63, 64 y 65, respectivamente.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 o una porcién de unién a antigeno
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del mismo comprende un Vu que es idéntico en 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% 0 99%, y un V. que es idéntico en 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,

94%, 95%, 96%, 97% , 98% 0 99%, a las secuencias de aminoacidos de:
a) SEQ ID NO: 2y 3, respectivamente;
b) SEQ ID NO: 4y 5, respectivamente;
¢) SEQ ID NO: 4 y 66, respectivamente;
d) SEQ ID NO: 6 y 7, respectivamente;
e) SEQ ID NO: 8y 9, respectivamente;
f) SEQ ID NO: 10 y 11, respectivamente;
g) SEQ ID NO: 12 y 13, respectivamente;
h) SEQ ID NO: 14 y 15, respectivamente; o
i) SEQ ID NO: 16 y 17, respectivamente.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 o una porcién de unién a antigeno

del mismo comprende un Vu y un Vi que son las secuencias de amino&cidos de:
a) SEQ ID NO: 2 y 3, respectivamente;
b) SEQ ID NO: 4y 5, respectivamente;
c) SEQ ID NO: 4 y 66, respectivamente;
d) SEQ ID NO: 6 y 7, respectivamente;
e) SEQ ID NO: 8y 9, respectivamente;
f) SEQ ID NO: 10 y 11, respectivamente;
g) SEQ ID NO: 12 y 13, respectivamente;
h) SEQ ID NO: 14 y 15, respectivamente; o
i) SEQ ID NO: 16 y 17, respectivamente.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 comprende:
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una HC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 2y 67 y una

LC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 3y 68;

una HC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 4y 67 y una

LC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 5y 68;

una HC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 4y 67 y una

LC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 66 y 68;

una HC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 y 67 y una

LC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 7 y 68;

una HC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 y 67 y una

LC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 9y 68;

una HC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 10y 67 y una

LC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 11y 68;

una HC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 y 67 y una

LC que comprende las secuencias de aminoécidos de SEQ ID NO: 13y 68;

una HC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 y 67 y una

LC que comprende las secuencias de aminoécidos de SEQ ID NO: 15y 68; o

una HC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 y 67 y una

LC que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 y 68.
En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 comprende:

una HC que consiste en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 2y 67 y una

LC que consiste en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 3y 68;

una HC que consiste en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 4y 67 y una

LC que consiste en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 5y 68;

una HC que consiste en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 4y 67 y una

LC que consiste en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 66 y 68;

una HC que consiste en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 y 67 y una

LC que consiste en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 7 y 68;
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una HC que consiste en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 y 67 y una

LC que consiste en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 9y 68;
una HC que consiste en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO:

una HC que consiste en las secuencias de aminoécidos de SEQ ID NO: 12 y 67 y

5 una LC que consiste en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 13y 68;

una HC que consiste en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 14y 67 y

una LC que consiste en las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NO: 15y 68; o

una HC que consiste en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 y 67 y

una LC que consiste en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 y 68.

10 En algunas realizaciones, cualquiera de los anticuerpos anti-PD-1 o porciones de
unién a antigeno descritos en la presente memoria puede tener al menos una de las

siguientes propiedades:
a) se une a PD-1 humana con una Kp de 750 pM 0 menos;
b) se une a PD-1 de cinomolgo con una Kp de 7 nM 0 menos;
15 c) se une a PD-1 de ratdén con una Kp de 1 nM 0 menos;
d) no se une a PD-1 de rata;
e) aumenta la secrecion de IL-2 en un ensayo de sangre completa SEB;

f) aumenta la secreciébn de IFN-y en un ensayo de reaccion mixta linfocitaria

unidireccional;

20 g) inhibe la interaccion de PD-1 con PD-L1 en al menos 60% a una concentracion de

10 pg/ml en un ensayo competitivo de citometria de flujo;
h) bloguea la uniéon de PD-L1 y PD-L2 a PD-1 en al menos un 90% a una

concentracion de 10 ug/ml segun se determina por analisis de interferometria Bio-

Layer; e
25 i) inhibe el crecimiento tumoral in vivo.

En algunas realizaciones, cualquiera de los anticuerpos anti-PD-1 o porciones de
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union a antigeno descritos en la presente memoria pueden unirse a PD-1 humana con una
Kp de al menos 900, al menos 850, al menos 800, al menos 750, al menos 700, al menos
650, al menos 600, al menos 550, al menos 500, al menos 450, al menos 400, al menos 350,
al menos 300, al menos 250, al menos 200, al menos 150, en al menos 100, al menos 50, al
menos 40, al menos 30 o al menos 20 pM. En ciertas realizaciones, la Kp se determina
utilizando resonancia de plasmoén superficial. En realizaciones concretas, los anticuerpos
anti-PD-1 o porciones de union a antigeno se unen a PD-1 humana con una afinidad mas

alta que nivolumab, pembrolizumab, o ambos.

En algunas realizaciones, cualquiera de los anticuerpos anti-PD-1 o porciones de
unién a antigeno descritas en la presente memoria se pueden unir a PD-1 de cinomolgo
(SEQ ID NO: 89) con una Kp de al menos 9000, al menos 8000, al menos 7000, al menos
6000, al menos 5000, al menos 4000, al menos 3000, al menos 2500, al menos 2000, al
menos 1500, al menos 1000, al menos 900, al menos 800, al menos 700, al menos 600, al
menos 500, al menos 400, al menos 300, al menos 200, al menos 100, al menos 75, al
menos 50, al menos 25, al menos 20, al menos 15, al menos 10 o al menos 5 pM. En ciertas

realizaciones, la Kp se determina utilizando resonancia de plasmon superficial.

En algunas realizaciones, cualquiera de los anticuerpos anti-PD-1 o porciones de
union a antigeno descritas en la presente memoria se pueden unir a PD-1 de ratén (SEQ ID
NO: 91) con una Kp de al menos 1000, al menos 950, al menos 900, o al menos 850 pM. En

ciertas realizaciones, la Kp se determina utilizando resonancia de plasmoén superficial.

En algunas realizaciones, cualquiera de los anticuerpos anti-PD-1 o porciones de
union a antigeno descritas en la presente memoria puede inhibir la interaccién de PD-1 con
PD-L1 en al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al
menos 81%, al menos 82%, al menos 83%, al menos 84%, al menos 85%, al menos 86%, al
menos 87%, al menos 88% , al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al
menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al
menos 99%, o 100% a una concentracibn de 10 pg/ml en un analisis competitivo de
citometria de flujo. En ciertas realizaciones, los anticuerpos anti-PD-1 o porciones de union a

antigeno pueden inhibir la interaccién de PD-1 con PD-L1 en al menos 83%.

En algunas realizaciones, cualquiera de los anticuerpos anti-PD-1 o porciones de
unién a antigeno descritas en la presente memoria pueden bloquear la uniéon de PD-L1 y PD-

L2 a PD-1 en al menos 20%, al menos 30%, a al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%,



10

15

20

25

30

35

al menos 70%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%,
al menos 93%, a al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos
98%, al menos 99%, o 100% a una concentracion de 10 pug/ml segln se determina mediante
andlisis de Interferometria Bio-Layer. En ciertas realizaciones, los anticuerpos anti-PD-1 o las
porciones de union a antigeno bloquean la unién de PD-L1 y PD-L2 a PD-1 en al menos
90%.

En algunas realizaciones, cualquiera de los anticuerpos anti-PD-1 o porciones de
unién a antigeno descritos en la presente pueden competir o competir de manera cruzada
por la uniébn a PD-1 con los anticuerpos 12865, 12892 y 12777 (p.ej., anticuerpos
12865.15377, 12892.15378 y 12777.15382). En algunas realizaciones, cualquiera de los
anticuerpos anti-PD-1 o porciones de unién a antigeno descritas en la presente memoria
pueden competir o competir de manera cruzada por la unibn a PD-1 con un anticuerpo
12819 (p.ej., anticuerpo 12819.15384). En algunas realizaciones, cualquiera de los
anticuerpos anti-PD-1 o porciones de unién a antigeno descritas en la presente memoria
pueden competir o competir de manera cruzada por la unién a PD-1 con los anticuerpos
12760y 13112 (p.€j., anticuerpos 12760.15375 y 13112.15380).

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-PD-1 de la invencién, o una porcién de
union a antigeno del mismo, se une a un epitopo de PD-1 que incluye al menos uno (p.ej., al
menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, 0 al menos cinco) de los
siguientes residuos de SEQ ID NO: 1: V44, V64, L128, P130, K131, A132, E136 y T145. En
ciertas realizaciones, el anticuerpo o porcién de unién a antigeno se unen a un epitopo de
PD-1 que incluye los residuos V64, L128, P130, K131 y A132 de SEQ ID NO: 1 (tal como un
anticuerpo 12819, por ejemplo, el anticuerpo 12819.15384). En ciertas realizaciones, el
anticuerpo o porcién de unién a antigeno se unen a un epitopo de PD-1 que incluye los
residuos K131 y E136 de SEQ ID NO: 1 (tal como un anticuerpo 12865, por ejemplo, el
anticuerpo 12865.15377). En ciertas realizaciones, el anticuerpo o porcién de union a
antigeno se unen a un epitopo de PD-1 que incluye los residuos V44 y T145 de SEQ ID NO:
1 (tal como un anticuerpo 13112, por ejemplo, el anticuerpo 13112.15380).

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-PD-1 de la invencién, o una porcién de
union a antigeno del mismo, se une a un epitopo de PD-1 que comprende los residuos 56-
64, 69-90 y/o 122-140 de SEQ ID NO: 1. En ciertas realizaciones, el anticuerpo o porcion de

union a antigeno se unen a un epitopo de PD-1 que comprende los residuos 69-90 y 122-
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140 de SEQ ID NO: 1 (tales como los anticuerpos 12819 y 12865, por ejemplo, los
anticuerpos 12819.15384 y 12865.15377). En ciertas realizaciones, el anticuerpo o porcion
de unién a antigeno se unen a un epitopo de PD-1 que comprende los residuos 56-64, 69-90
y 122-140 de SEQ ID NO: 1 (p.ej., un anticuerpo 12819). En ciertas realizaciones, el
anticuerpo o porcion de unién a antigeno se unen a un epitopo de PD-1 que comprende los
residuos 69-90 y 122-140 de SEQ ID NO: 1 (p.ej., un anticuerpo 12865). En algunas
realizaciones, el anticuerpo o porcion se unen a los residuos 69-75 (0 un fragmento del
mismo, tal como uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis fragmentos de residuos), de SEQ ID NO:
1 (tal como los anticuerpos 12819 y 12865, por ejemplo, los anticuerpos 12819.15384 y
12865.15377). En algunas realizaciones, el anticuerpo o porcién se unen a los residuos 136-
140 (o un fragmento del mismo, tal como uno, dos, tres o cuatro fragmentos de residuos) de
SEQ ID NO: 1 (tales como los anticuerpos 12819 y 12865, p.ej., los anticuerpos
12819.15384 y 12865.15377). En algunas realizaciones, el anticuerpo 0 porcion se unen a
los residuos 69-75 (o un fragmento del mismo) y los residuos 136-140 (o un fragmento del
mismo) de SEQ ID NO: 1 (tales como los anticuerpos 12819 y 12865, p.ej., los anticuerpos
12819.15384 y 12865.15377). También se contempla un epitopo con cualquier combinacién

de los residuos anteriores.

En algunas realizaciones, se puede utilizar como inmundégeno una secuencia de
amino&cidos que comprende un epitopo de PD-1 como se describe en la presente memoria
(p.€j., administrado a un animal o en forma de antigeno para escrutar bibliotecas de
anticuerpos) para generar o identificar anticuerpos anti-PD-1 o porciones de union a antigeno

de los mismos que se unen a dicho epitopo.

La clase de un anticuerpo anti-PD-1 obtenido mediante los métodos descritos en la
presente memoria se puede reemplazar o cambiar por otra clase o subclase. En un aspecto
de la invencién, una molécula de &cido nucleico que codifica V. 0 V4 se aisla utilizando
procedimientos bien conocidos en la técnica de manera que no incluya secuencias de acidos
nucleicos que codifican C. 0 Cu. Las moléculas de &cido nucleico que codifican V. 0 V4 se
conectan operativamente a continuacion a una secuencia de acido nucleico que codifica una
CL o Cu, respectivamente, de una clase diferente de molécula de inmunoglobulina. Esto se
puede lograr utilizando un vector o molécula de &cido nucleico que comprende una cadena
CL 0 Cu, como se describié anteriormente. Por ejemplo, un anticuerpo anti-PD-1 que

originalmente era IgM se puede cambiar de clase a 1gG. Ademas, el cambio de clase se
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puede utilizar para convertir una subclase IgG en otra, p.ej., de IgG: a 1gG2. Una region
constante de cadena ligera Kk se puede reemplazar por una region constante de cadena
ligera A. Un método preferido para producir un anticuerpo de la invencién con un isotipo de Ig
deseado comprende las etapas de aislar una molécula de &cido nucleico que codifica la
cadena pesada de un anticuerpo anti-PD-1 y una molécula de acido nucleico que codifica la
cadena ligera de un anti-PD -1 anticuerpo, obtener el dominio variable de la cadena pesada,
ligar el dominio variable de la cadena pesada con la regidn constante de una cadena pesada
del isotipo deseado, expresar la cadena ligera y la cadena pesada ligadas en una célula, y

recoger el anticuerpo anti-PD-1 con el isotipo deseado.

El anticuerpo anti-PD-1 de la invencion puede ser una IgG, una IgM, una IgE, una IgA
0 una IgD, pero tipicamente es del isotipo 1gG, p.ej., de la subclase de 1gG 1gGi, 19G2a 0
lgG2b, 19G3 0 1gGs. En una realizacion, el anticuerpo es una IgGi:. En otra realizacion, el

anticuerpo es una IgGa.

En una realizacion, el anticuerpo anti-PD-1 puede comprender al menos una
mutacion en la region Fc. Se conocen varias mutaciones de Fc diferentes, donde estas
mutaciones proporcionan una alteracion de la funciéon efectora. Por ejemplo, en muchos
casos sera deseable reducir o eliminar la funcién efectora, p.ej., cuando no se desean

interacciones ligando/receptor o en el caso de productos conjugados de anticuerpo-farmaco.

En una realizacion, el anticuerpo anti-PD-1 comprende al menos una mutacién en la
region Fc que reduce la funcion efectora. Las posiciones de aminoacidos de la region Fc que
puede ser ventajo mutar con el fin de reducir la funcién efectora incluyen una o mas de las
posiciones 228, 233, 234 y 235, donde las posiciones de aminocidos se numeran de

acuerdo con el esquema de numeracion IMGT®.

En una realizacién, uno o ambos residuos de aminoacido en las posiciones 234 y 235
pueden estar mutados, por ejemplo de Leu a Ala (L234A L235A). Estas mutaciones reducen
la funcion efectora de la region Fc de los anticuerpos IgGi. Adicionalmente o
alternativamente, el residuo de aminoacido en la posicion 228 puede mutarse, p.ej., a Pro.
En otra realizacion, el residuo de aminoécido en la posicién 233 puede mutarse, p.egj., a Pro,
el residuo de aminoacido en la posicién 234 puede mutarse, p.ej., a Val, y/o el residuo de
aminoacido en la posicion 235 puede mutarse, p.ej., a Ala. Las posiciones de los

aminoacidos se numeran de acuerdo con el esquema de numeraciéon IMGT®,
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En otra realizacion, cuando el anticuerpo es de la subclase IgGs, éste puede
comprender la mutacion S228P, es decir, tiene una prolina en la posicion 228, donde la
posicion de aminoacidos se numera de acuerdo con el esquema de numeracion IMGT®. Se

sabe que esta mutacion reduce el intercambio de brazos Fab no deseados.

En ciertas realizaciones, un anticuerpo o porcién de union a antigeno del mismo de la
invencion puede ser parte de una molécula de inmunoadherencia mas grande, formada por
asociacion covalente o no covalente del anticuerpo o porcién de anticuerpo con una 0 mas
proteinas o péptidos. Los ejemplos de tales moléculas de inmunoadherencia incluyen el uso
de la regién central de estreptavidina para formar una molécula de scFv tetramérica
(Kipriyanov et al., Human Antibodies and Hybridomas 6:93-101 (1995)) y el uso de un
residuo de cisteina, un péptido marcador y una etiqueta de polihistidina C-terminal para
preparar moléculas de scFv bivalentes y biotiniladas (Kipriyanov et al.,, Mol. Immunol.,
31:1047-1058 (1994)). Otros ejemplos incluyen cuando una o mas CDR de un anticuerpo se
incorporan a una molécula, ya sea covalentemente o no covalentemente, para convertirla en
una inmunoadhesina que se une especificamente a un antigeno de interés. En tales
realizaciones, las CDR se pueden incorporar como parte de una cadena polipeptidica mas
grande, se puede conectar covalentemente a otra cadena polipeptidica, o se puede

incorporar no covalentemente.

En otra realizacién, se puede preparar un anticuerpo de fusion o inmunoadhesina que
comprende la totalidad o una parte de un anticuerpo anti-PD-1 de la invencién conectado a
otro polipéptido. En ciertas realizaciones, solo estan conectados al polipéptido los dominios
variables del anticuerpo anti-PD-1. En ciertas realizaciones, el V4 de un anticuerpo anti-PD-1
estd conectado a un primer polipéptido, mientras que el V. de un anticuerpo anti-PD-1 esta
conectado a un segundo polipéptido que se asocia con el primer polipéptido de tal manera
que los dominios V4 y VL puedan interactuar entre si para formar un sitio de unién a

antigeno.

En otra realizacién preferida, el dominio V4 esta separado del dominio V. por un
conector de manera que los dominios V4 y VL pueden interactuar unos con otros (p.ej.,
anticuerpos de cadena Unica). El anticuerpo Vu -conector- V. se conecta después al
polipéptido de interés. Ademas, pueden crearse anticuerpos de fusidbn en los que se
conectan entre si dos (o mas) anticuerpos de cadena Unica. Esto es Util si se quiere crear un

anticuerpo divalente o polivalente en una Unica cadena polipeptidica, o si se quiere crear un
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anticuerpo biespecifico.

Para crear un anticuerpo de cadena Unica (scFv), los fragmentos de ADN que
codifican Vu y VL se conectan operativamente a otro fragmento que codifica un conector
flexible, p.ej., que codifica la secuencia de aminoacidos (Gly4 -Ser)3, de manera que las
secuencias de Vy y Vi se pueden expresar como una proteina de cadena sencilla contigua,
con los dominios V. y Vy unidos por el conector flexible. Véanse, p.ej., Bird et al., Science
242:423-426 (1988); Huston et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883 (1988); y
McCafferty et al., Nature 348:552-554 (1990). El anticuerpo de cadena sencilla puede ser
monovalente, si solo se utiliza un Unico Vy y Vi, bivalente, si se utilizan dos Vu y Vi; 0
polivalente, si se utilizan mas de dos V4 y V.. Se pueden generar anticuerpos biespecificos o

polivalentes que se unen especificamente a PD-1 humana y a otra molécula, por ejemplo.

En otras realizaciones, se pueden preparar otros anticuerpos modificados utilizando
moléculas de &cido nucleico que codifican anticuerpo anti-PD-1. Por ejemplo, se pueden
preparar "anticuerpos kappa" (Il et al., Protein Eng. 10:949-57 (1997)), "minibodies" (Martin
et al.,, EMBO J. 13:5303-9 (1994)), "fragmentos bivalentes (diabodies)" (Holliger et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448 (1993)), o "Janusinas" (Traunecker et al., EMBO J.
10:3655-3659 (1991) y Traunecker et al., Int. J. Cancer (Suppl.) 7:51-52 (1992)) utilizando
técnicas de biologia molecular convencionales siguiendo las ensefianzas de la memoria

descriptiva.

Un anticuerpo anti-PD-1 o una porcion de unién a antigeno de la invencion puede
derivatizarse 0 unirse a otra molécula (p.ej., otro péptido o proteina). En general, los
anticuerpos o porciones de los mismos se derivatizan de manera que la union a PD-1 no se
ve afectada adversamente por la derivatizacién o el marcaje. Por consiguiente, se pretende
que los anticuerpos y porciones de anticuerpos de la invencién incluyan tanto las formas
intactas como las modificadas de los anticuerpos anti-PD-1 humanos descritos en la
presente memoria. Por ejemplo, un anticuerpo o porcion de anticuerpo de la invencion se
puede unir funcionalmente (mediante acoplamiento quimico, fusiébn genética, asociacién no
covalente o de otro modo) a una o mas entidades moleculares diferentes, tales como otro
anticuerpo (p.ej., un anticuerpo biespecifico o un fragmento bivalente) , un agente de
deteccion, un agente farmacéutico, y/o una proteina o péptido que puede mediar en la
asociacion del anticuerpo o porcién de anticuerpo con otra molécula (tal como una regién

central de estreptavidina o una etiqueta de polihistidina).
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Se produce un tipo de anticuerpo derivatizado mediante entrecruzamiento de dos o
més anticuerpos (del mismo tipo o de diferentes tipos, p.ej., para crear anticuerpos
biespecificos). Los agentes de entrecruzamiento adecuados incluyen aquellos que son
heterobifuncionales, que tienen dos grupos claramente reactivos separados por un
espaciador apropiado (p.ej., éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida) u
homobifuncionales (p.ej., suberato de disuccinimidilo). Dichos conectores estan disponibles,

p.ej., de Pierce Chemical Company, Rockford, II.

Un anticuerpo anti-PD-1 también puede derivatizarse con un grupo quimico tal como
polietilenglicol (PEG), un grupo metilo o etilo, 0 un grupo carbohidrato. Estos grupos pueden
ser Utiles para mejorar las caracteristicas biolégicas del anticuerpo, p.ej., para aumentar la

semivida en el suero.

También se puede marcar un anticuerpo de acuerdo con la presente invencion.
Segun se utiliza en la presente memoria, los términos "marca" o "marcado"” se refieren a la
incorporaciéon de otra molécula al anticuerpo. En una realizacion, la marca es un marcador
detectable, p.ej., la incorporacion de un aminoacido radiomarcado o el anclaje a un
polipéptido de radicales biotinilo que pueden detectarse mediante avidina marcada (p.ej.,
estreptavidina que contiene un marcador fluorescente o actividad enzimatica que puede
detectarse mediante métodos Opticos o colorimétricos). En otra realizacion, la marca o el
marcador pueden ser agentes terapéuticos, p.ej., un producto conjugado de farmaco o
toxina. Se conocen en la técnica diversos métodos para marcar polipéptidos y glicoproteinas
y se pueden utilizar. Los ejemplos de marcas para polipéptidos incluyen, pero no se limitan a,
los siguientes: radioisétopos o radionudclidos (p.ej., 3H, 14C, 15N, 35S, 90Y, 99Tc, 111in,
1251, 131I), marcas fluorescentes (p.ej., FITC, rodamina, fosforos basados en lantanidos),
marcas enzimaticas (p.ej., peroxidasa de rdbano picante, B-galactosidasa, luciferasa,
fosfatasa alcalina), marcadores quimioluminiscentes, grupos biotinilo, epitopos polipeptidicos
predeterminados reconocidos por un informador secundario (p.ej., secuencias de pares de
cremalleras de leucina, sitios de unién para anticuerpos secundarios, dominios de union a
metales, etiquetas epitdpicas), agentes magnéticos, tales como quelatos de gadolinio,
toxinas tales como la toxina pertussis, taxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio,
emetina, mitomicina, etoposido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina,
daunorrubicina, dihidroxiantracinodiona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D,

1-deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol, y
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puromicina y analogos u homodlogos de los mismos. En algunas realizaciones, las marcas
estan unidas por brazos espaciadores de diversas longitudes para reducir el potencial

impedimento estérico.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos de la invencion pueden estar presentes en
una forma neutra (incluyendo formas zwitteridnicas) 0 como una especie cargada positiva o
negativamente. En algunas realizaciones, los anticuerpos pueden complejarse con un

contraiéon para formar una sal farmacéuticamente aceptable.

n

El término "sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a un complejo que
comprende uno 0 mas anticuerpos y uno o mas contraiones, en donde los contraiones se

obtienen de 4cidos y bases inorganicos y organicos farmacéuticamente aceptables.
Moléculas de unién biespecifica

En un aspecto adicional, la invencién proporciona una molécula de unién biespecifica
que tiene la especificidad de union de un anticuerpo anti-PD-1 descrito en la presente
memoria y la especificidad de unién de otro anticuerpo anti-PD-1 (p.ej., otro anticuerpo anti-
PD-1 descrito en la presente memoria) o0 un anticuerpo que se dirige a una proteina
diferente, tal como otra proteina inmunitaria de punto de control, un antigeno canceroso u
otra molécula de superficie celular cuya actividad interviene en un estado de enfermedad tal
como céancer. Tales moléculas de union biespecificas son conocidas en la técnica, y
ejemplos de diferentes tipos de moléculas de union biespecificas se proporcionan en otra

parte de la presente memoria.
Moléculas de &cidos nucleicos y vectores

La presente invencion también proporciona moléculas de &cido nucleico y secuencias
que codifican anticuerpos anti-PD-1 o porciones de unién a antigeno de las mismas descritas
en la presente memoria. En algunas realizaciones, diferentes moléculas de acido nucleico
codifican las secuencias de aminoacidos de cadena pesada y cadena ligera del anticuerpo
anti-PD-1 o una porcion de unién a antigeno del mismo. En otras realizaciones, la misma
molécula de acido nucleico codifica las secuencias de aminoacidos de cadena pesada y

cadena ligera del anticuerpo anti-PD-1 o una porcién de unién a antigeno del mismo.

Una referencia a una secuencia de nucleétidos abarca su complemento a menos que

se especifique lo contrario. Por lo tanto, debe entenderse que una referencia a un acido
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nucleico que tiene una secuencia concreta abarca su cadena complementaria, con su
secuencia complementaria. El término "polinucleétido” como se ha mencionado en la
presente memoria significa una forma polimérica de nucle6tidos de al menos 10 bases de
longitud, ya sean ribonucleétidos o desoxinucle6tidos o una forma modificada de cualquier

tipo de nucledtido. El término incluye formas de hebra sencilla y doble.

La invencion también proporciona secuencias de nucleétidos que son idénticas en al
menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% o0 99% a una 0 mas secuencias de
nucleétidos mencionadas en la presente memoria, por ejemplo, a una secuencia de
nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 69-88. El término
"porcentaje de identidad de secuencia” en el contexto de las secuencias de acidos nucleicos
se refiere a los residuos en dos secuencias que son las mismas cuando se alinean para una
correspondencia maxima. La longitud de la comparacion de identidad de secuencia puede
estar en un tramo de al menos aproximadamente nueve nucleétidos, usualmente al menos
aproximadamente 18 nucleétidos, més habitualmente al menos aproximadamente 24
nucleotidos, tipicamente al menos aproximadamente 28 nucle6tidos, mas tipicamente al
menos aproximadamente 32 nucledétidos, y preferiblemente al menos aproximadamente 36,
48 o mas nucleotidos. Existen varios algoritmos diferentes conocidos en la técnica que
pueden utilizarse para medir la identidad de la secuencia de nucle6tidos. Por ejemplo, las
secuencias de polinucleotidos se pueden comparar utilizando FASTA, Gap o Bestfit, que son
programas de Wisconsin Package Version 10.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison,
Wisconsin. FASTA, que incluye, p.ej., los programas FASTA2 y FASTAS, proporciona
alineamientos y porcentaje de identidad de secuencia de las regiones del mejor
solapamiento entre las secuencias problema y de busqueda (véanse, p.ej., Pearson,
Methods Enzymol. 183: 63-98 (1990); Pearson, Methods Mol. Biol. 132:185-219 (2000);
Pearson, Methods Enzymol. 266:227-258 (1996); y Pearson, J. Mol. Biol. 276: 71 - 84 (1998);
incorporadas a la presente memoria como referencia). A menos que se especifique lo
contrario, se utilizan los pardmetros predeterminados para un programa o algoritmo concreto.
Por ejemplo, se puede determinar el porcentaje de identidad de secuencia entre secuencias
de acido nucleico utilizando FASTA con sus pardmetros predeterminados (un tamafio de
palabra de 6 y el factor NOPAM para la matriz de puntuacion) o utilizando Gap con sus
parametros predeterminados proporcionados en GCG Version 6.1, incorporados a la

presente memoria como referencia.
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En un aspecto, la invencién proporciona una molécula de acido nucleico que
comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO: 69-88.

En cualquiera de las realizaciones anteriores, se pueden aislar las moléculas de

acido nucleico.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un vector adecuado para
expresar una de las cadenas de un anticuerpo o una porcion de unién a antigeno del mismo
como se describe en la presente memoria. El término "vector”, segin se utiliza en la
presente memoria, significa una molécula de acido nucleico capaz de transportar otro acido
nucleico al que se ha unido. En algunas realizaciones, el vector es un plasmido, es decir, una
pieza circular de doble hebra de ADN en la que se pueden ligar segmentos de ADN
adicionales. En algunas realizaciones, el vector es un vector viral, en donde se pueden ligar
segmentos de ADN adicionales al genoma viral. En algunas realizaciones, los vectores son
susceptibles de replicacion autonoma en una célula anfitriona en la que se introducen (p.ej.,
vectores bacterianos que tienen un origen de replicacion bacteriano y vectores episomales
de mamifero). En otras realizaciones, los vectores (p.ej., vectores de mamiferos no
episomales) se pueden integrar en el genoma de una célula anfitriona tras la introduccién en
la célula anfitriona, y de ese modo se replican junto con el genoma del anfitrion. Ademas,
ciertos vectores son capaces de dirigir la expresion de los genes a los que estan conectados
operativamente. Tales vectores se denominan en la presente memoria "vectores de

expresion recombinantes” (o simplemente, "vectores de expresion”).

La invencidn proporciona vectores que comprenden moléculas de acido nucleico que
codifican la cadena pesada de un anticuerpo anti-PD-1 de la invencién o una porcién de
unioén a antigeno de la misma, la cadena ligera de un anticuerpo anti-PD-1 de la invencién o
una porcién de unién a antigeno de la misma, o tanto las cadenas pesada como ligera de un
anticuerpo anti-PD-1 de la invencién o una porcion de unién a antigeno de las mismas. La
invencién proporciona adicionalmente vectores que comprenden moléculas de &cido nucleico
que codifican proteinas de fusién, anticuerpos modificados, fragmentos de anticuerpos y

sondas de los mismos.

Una molécula de &cido nucleico que codifica la cadena pesada y/o ligera de un
anticuerpo anti-PD-1 o una porcién de union a antigeno de las mismas de la invencién

pueden aislarse de cualquier fuente que produzca dicho anticuerpo o porcién. En diversas
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realizaciones, las moléculas de &cido nucleico se aislan de células B que expresan un
anticuerpo anti-PD-1 aislado de un animal inmunizado con un antigeno PD-1 humana, o de
una célula inmortalizada producida a partir de dicha célula B. Los métodos para aislar acidos
nucleicos que codifican un anticuerpo son bien conocidos en la técnica. El ARNm se puede
aislar y utilizar para producir ADNc para su uso en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) o la clonacion de ADNc de genes de anticuerpos. En ciertas realizaciones, se puede

sintetizar en lugar de aislar una molécula de acido nucleico de la invencién.

En algunas realizaciones, una molécula de &cido nucleico de la invencion puede
comprender una secuencia de nucleétidos que codifica un dominio Vy de un anticuerpo anti-
PD-1 o porcion de union a antigeno de la invencién unida en marco a una secuencia de
nucleétidos que codifica una regién constante de cadena pesada de cualquier fuente. Del
mismo modo, una molécula de acido nucleico de la invencién puede comprender una
secuencia de nucledtidos que codifica un dominio V. de un anticuerpo anti-PD-1 o porcién de
union a antigeno de la invencion unida en marco a una secuencia de nucle6tidos que

codifica una region constante de cadena ligera de cualquier fuente.

En un aspecto adicional de la invencion, las moléculas de &cido nucleico que
codifican el dominio variable de las cadenas pesada (V) y/o ligera (VL) se pueden "convertir"
en genes de anticuerpos completos. En una realizacion, las moléculas de &cido nucleico que
codifican los dominios V4 0 Vi se convierten en genes de anticuerpos completos mediante la
insercién en un vector de expresion que ya codifican dominios constantes de cadena pesada
(CH) o constantes de cadena ligera (CL), respectivamente, de manera que el segmento Vy
esta conectado operativamente al segmento o segmentos CH dentro del vector, y/o el
segmento V_ esta conectado operativamente al segmento CL dentro del vector. En otra
realizacion, las moléculas de acido nucleico que codifican los dominios Vy y/o V. se
convierten en genes de anticuerpos completos conectando, p.ej., ligando, una molécula de
acido nucleico que codifica un dominio Vy y/o V. a una molécula de acido nucleico que
codifica un dominio CH y/o CL utilizando técnicas de biologia molecular convencionales. Las
moléculas de acido nucleico que codifican las cadenas pesadas y/o ligeras completas se
pueden expresar a continuacion a partir de una célula en la que se han introducido y aislar el

anticuerpo anti-PD-1.

Las moléculas de &cido nucleico pueden utilizarse para expresar de forma

recombinante grandes cantidades de anticuerpos anti-PD-1. Las moléculas de acido nucleico
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también pueden utilizarse para producir anticuerpos quiméricos, anticuerpos biespecificos,
anticuerpos de cadena sencilla, inmunoadhesinas, anticuerpos bivalentes, anticuerpos

mutados y derivados de anticuerpos, como se describe en la presente memoria.

En otra realizacion, una molécula de acido nucleico de la invencién se utiliza como
sonda o cebador de PCR para una secuencia de anticuerpo especifica. Por ejemplo, el acido
nucleico puede utilizarse como una sonda en métodos de diagnostico o como un cebador de
PCR para amplificar regiones de ADN que podrian utilizarse, entre otros, para aislar
moléculas adicionales de acido nucleico que codifican dominios variables de anticuerpos
anti-PD-1. En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico son oligonucleétidos.
En algunas realizaciones, los oligonucledtidos provienen de dominios altamente variables de
las cadenas pesada y ligera del anticuerpo de interés. En algunas realizaciones, los
oligonucledtidos codifican la totalidad o una parte de una o mas de las CDR de los
anticuerpos anti-PD-1 o porciones de union a antigeno de los mismos de la invencién como

se describe en la presente memoria.

En otra realizacion, las moléculas de &cido nucleico y los vectores pueden utilizarse
para producir anticuerpos anti-PD-1 mutados. Los anticuerpos pueden estar mutados en los
dominios variables de las cadenas pesada y/o ligera, p.ej., para alterar una propiedad de
union del anticuerpo. Por ejemplo, se puede realizar una mutacion en una o mas de las CDR
para aumentar o disminuir la Kp del anticuerpo anti-PD-1, para aumentar o disminuir Ko, 0
para alterar la especificidad de union del anticuerpo. En otra realizacién, se realizan una o
mas mutaciones en un residuo de aminoacido que se sabe que se ha cambiado en
comparacion con la linea germinal en un anticuerpo monoclonal de la invencién. Las
mutaciones se pueden realizar en una CDR o region de marco de un dominio variable, o en
una region constante. En una realizacion preferida, las mutaciones se realizan en un dominio
variable. En algunas realizaciones, se realizan una 0 mas mutaciones en un residuo de
aminodcido que se sabe que se ha cambiado en comparacion con la linea germinal en una
CDR o regién marco de un dominio variable de un anticuerpo o porcién de union a antigeno

del mismo de la invencion.

En otra realizacion, la regién o regiones marco se mutan de modo que la regiéon o
regiones marco resultantes tengan la secuencia de aminoacidos del gen correspondiente de
la linea germinal. Se puede realizar una mutacion en una regién marco o region constante

para aumentar la semivida del anticuerpo anti-PD-1. Véase, p.€j., la publicacion PCT WO
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00/09560. También se puede realizar una mutacion en una region marco o region constante
para alterar la inmunogenicidad del anticuerpo y/o para proporcionar un sitio para la unién
covalente o no covalente a otra molécula. De acuerdo con la invencion, un Unico anticuerpo
puede tener mutaciones en una cualquiera 0 mas de las CDR o regiones marco del dominio

variable o en la regién constante.

En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-PD-1 de la invencidon o porciones de
unién a antigeno de los mismos se expresan insertando ADN que codifican cadenas ligeras y
pesadas parciales 0 completa, obtenidas como se describié anteriormente, en vectores de
expresion tales que los genes se conectan operativamente a secuencias de control de la
expresion necesarias tales como secuencias de control transcripcionales y traduccionales.
Los vectores de expresion incluyen plasmidos, retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados
(AAV), virus de plantas tales como virus del mosaico de la coliflor, virus del mosaico del
tabaco, cosmidos, YAC, episomas derivados de EBV y similares. La secuencia codificante
del anticuerpo se puede ligar a un vector de modo que las secuencias de control de la
transcripcion y traduccién dentro del vector cumplan su funcion prevista de regular la
transcripcién y la traduccion de la secuencia codificante del anticuerpo. El vector de
expresion y las secuencias de control de la expresion se pueden elegir para que sean
compatibles con la célula anfitriona de expresion utilizada. La secuencia codificante de la
cadena ligera del anticuerpo y la secuencia codificante de la cadena pesada del anticuerpo
pueden insertarse en vectores separados, y se pueden conectar operativamente a la misma
o a diferentes secuencias de control de la expresion (p.ej., promotores). En una realizacion,
ambas secuencias codificantes se insertan en el mismo vector de expresion, y se pueden
conectar operativamente a las mismas secuencias de control de expresion (p.ej., un
promotor comuan), separar secuencias de control de expresién idénticas (p.ej., promotores) o
a diferentes secuencias de control de la expresion (p.ej., promotores). Las secuencias
codificantes de anticuerpos se pueden insertar en el vector de expresién por medio de
métodos convencionales (p.ej., ligacidbn de sitios de restriccion complementarios en el
fragmento génico del anticuerpo y vector, o ligacion de extremos romos si no estan

presentes sitios de restriccion).

Un vector conveniente es aquel que codifica una secuencia de inmunoglobulina CH o
CL humana funcionalmente completa, con sitios de restriccibn apropiados disefiados de

manera que cualquier secuencia Vy 0 Vi pueda insertarse y expresarse facilmente, como se
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describié anteriormente. Los genes que codifican HC y LC en dichos vectores pueden
contener secuencias de intrones que dardn como resultado aumentos de rendimientos
globales de proteina de anticuerpo estabilizando el ARNm relacionado. Las secuencias
intrénicas estén flanqueadas por sitios donadores de empalme y aceptores de empalme, que
determinan dénde se producird el empalme del ARN. La ubicacién de las secuencias
intrénicas puede ser en regiones variables o constantes de las cadenas de anticuerpos, o en
ambas regiones variables y constantes cuando se utilizan intrones mdultiples. La
poliadenilacion y la terminacibn de la transcripcion se pueden producir en sitios
cromosémicos nativos aguas abajo de las regiones codificantes. El vector de expresion
recombinante también puede codificar un péptido sefial que facilita la secrecion de la cadena
de anticuerpo de una célula anfitriona. El gen de la cadena de anticuerpo se puede clonar en
el vector de manera que el péptido sefial se une en marco al extremo amino de la cadena de
inmunoglobulina. El péptido sefial puede ser un péptido sefial de inmunoglobulina o un

péptido sefal heterdlogo (es decir, un péptido sefial de una proteina no inmunoglobulinica).

Ademas de los genes de la cadena de anticuerpo, los vectores de expresion
recombinantes de la invencion pueden portar secuencias reguladoras que controlan la
expresion de los genes de la cadena de anticuerpo en una célula anfitriona. Los expertos en
la técnica apreciardn que el disefio del vector de expresion, incluyendo la seleccion de
secuencias reguladoras, puede depender de factores tales como la eleccion de la célula
anfitriona que se vaya a transformar, el nivel de expresion de la proteina deseada, etc. Las
secuencias reguladoras preferidas para la expresién en células anfitrionas de mamiferos
incluyen elementos virales que dirigen altos niveles de expresion de proteinas en células de
mamiferos, tales como promotores y/o potenciadores derivados de LTR retrovirales,
citomegalovirus (CMV) (tal como el promotor/potenciador de CMV), el Virus de Simio 40
(SVv40) (tal como el promotor/potenciador de SV40), adenovirus (p.ej., el promotor tardio
principal de adenovirus (AdMLP)), polioma y promotores de mamiferos fuertes tales como
promotores nativos de inmunoglobulina y actina. Para una descripcion adicional de los
elementos reguladores virales, y las secuencias de los mismos, véanse, p.ej., las patentes
de los Estados Unidos NUm. 5.168.062, 4.510.245 y 4.968.615. Los métodos para expresar
anticuerpos en plantas, que incluyen una descripcién de promotores y vectores, asi como la
transformacion de plantas, son conocidos en la técnica. Véase, p.€j., la Patente de Estados
Unidos Num. 6.517.529. Los métodos para expresar polipéptidos en células bacterianas o

células fangicas, p.ej., células de levadura, también son bien conocidos en la técnica.
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Ademas de los genes de la cadena de anticuerpo y las secuencias reguladoras, los
vectores de expresion recombinantes de la invencion pueden portar secuencias adicionales,
tales como secuencias que regulan la replicacion del vector en células anfitrionas (p.ej.,
origenes de replicacion) y genes marcadores seleccionables. El gen marcador seleccionable
facilita la seleccion de células anfitrionas en las que se ha introducido el vector (véanse, p.ej.,
las Patentes de Estados Unidos NUm. 4.399.216, 4.634.665 y 5.179.017). Por ejemplo,
tipicamente el gen marcador seleccionable confiere resistencia a farmacos, tales como
G418, higromicina o metotrexato, en una célula anfitriona en la que se ha introducido el
vector. Por ejemplo, los genes marcadores seleccionables incluyen el gen de dihidrofolato
reductasa (DHFR) (para su uso en células anfitrionas dhfr- con seleccién/amplificacién con

metotrexato), el gen neo (para seleccion con G418) y el gen de la glutamato sintetasa.

El término "secuencia de control de la expresion" segun se utiliza en la presente
memoria significa secuencias de polinucleétidos que son necesarias para efectuar la
expresion y el procesamiento de las secuencias codificantes a las que estan ligadas. Las
secuencias de control de la expresion incluyen secuencias de iniciacion, terminacion,
promotoras y potenciadoras de la transcripcién apropiadas; sefiales de procesamiento de
ARN eficaces tales como sefiales de empalme y poliadenilacion; secuencias que estabilizan
el ARNm citopldsmico; secuencias que mejoran la eficacia de traduccion (es decir, la
secuencia consenso de Kozak); secuencias que mejoran la estabilidad de la proteina; y
cuando se desee, secuencias que mejoran la secrecion de las proteinas. La naturaleza de
tales secuencias de control difiere dependiendo del organismo anfitrion; en procariotas, tales
secuencias de control generalmente incluyen un promotor, un sitio de unién al ribosoma y
una secuencia de terminacion de la transcripcion; en eucariotas, en general, tales
secuencias de control incluyen promotores y secuencias de terminacion de la transcripcion.
Se pretende que el término "secuencias de control" incluya, como minimo, todos los
componentes cuya presencia es esencial para la expresion y el procesamiento, y también
puede incluir componentes adicionales cuya presencia es ventajosa, por ejemplo,

secuencias lider y secuencias compafieras de fusién.

Células Anfitrionas y Métodos de Produccion de Anticuerpos y Composiciones de

anticuerpos

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a métodos para producir las

composiciones anticuerpos y los anticuerpos y porciones de unién a antigeno de los mismos
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de la invencién. Una realizacion de este aspecto de la invencion se refiere a un método para
producir un anticuerpo como se define en la presente memoria, que comprende proporcionar
una célula anfitriona recombinante capaz de expresar el anticuerpo, cultivar dicha célula
anfitriona en condiciones adecuadas para la expresion del anticuerpo y aislar el anticuerpo
resultante. Los anticuerpos producidos mediante tal expresion en tales células anfitrionas
recombinantes se denominan en la presente memoria "anticuerpos recombinantes”. La
invencion también proporciona células de la progenie de tales células anfitrionas, y

anticuerpos producidos por las mismas.

El término "célula anfitriona recombinante" (o simplemente "célula anfitriona™), segun
se utiliza en la presente memoaria, significa una célula en la que se ha introducido un vector
de expresidn recombinante. La invencion proporciona células anfitrionas que pueden
comprender, p.ej., un vector de acuerdo con la invencion descrito anteriormente. La
invencidn también proporciona células anfitrionas que comprenden, p.ej., una secuencia de
nucleotidos que codifica la cadena pesada o una porcion de unién a antigeno de la misma,
una secuencia de nucleodtidos que codifica la cadena ligera o una porcion de union a
antigeno de la misma, o ambas, de un anticuerpo anti-PD-1 o porciéon de union a antigeno
del mismo de la invencion. Debe entenderse que "célula anfitriona recombinante” y "célula
anfitriona" significan no solo la célula sujeto particular sino también la progenie de dicha
célula. Debido a que ciertas modificaciones pueden ocurrir en generaciones subsiguientes
debido a mutaciones o influencias ambientales, dicha progenie puede, de hecho, no ser
idéntica a la célula parental, pero todavia se incluye dentro del alcance del término "célula

anfitriona" segun se utiliza en la presente memoria.

Las moléculas de acido nucleico que codifican anticuerpos anti-PD-1 y vectores que
comprenden estas moléculas de acido nucleico se pueden utilizar para la transfeccion de
una célula anfitriona de mamifero, vegetal, bacteriana o de levadura adecuada. La
transformacion puede ser mediante cualquier método conocido para introducir
polinucleétidos en una célula anfitriona. Los métodos para la introduccién de polinucleétidos
heterélogos en células de mamifero son bien conocidos en la técnica e incluyen transfeccion
mediada por dextrano, precipitacion con fosfato de calcio, transfeccibn mediada por
polibreno, fusiobn de protoplastos, electroporacion, encapsulacién de polinucleétidos en
liposomas y microinyeccién directa del ADN en nlcleos. Ademas, las moléculas de acido

nucleico se pueden introducir en células de mamifero mediante vectores virales. Los
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métodos de transformacién de células son bien conocidos en la técnica. Véanse, p.ej., las
Patentes de los Estados Unidos 4.399.216, 4.912.040, 4.740.461 y 4.959.455. Los métodos
de transformacion de células vegetales son bien conocidos en la técnica, incluyendo, p.ej.,
transformaciéon mediada por Agrobacterium, transformacion biolistica, inyeccion directa,
electroporacion y transformacion viral. Los métodos de transformacion de células bacterianas

y de levadura también son bien conocidos en la técnica.

Las lineas celulares de mamiferos disponibles como anfitriones para la expresion son
bien conocidas en la técnica e incluyen muchas lineas celulares inmortalizadas disponibles
en la American Type Culture Coleccién (ATCC). Estas incluyen, entre otras, células de ovario
de hamster chino (CHO), células NSO, células SP2, células HEK-293T, células Freestyle 293
(Invitrogen), células NIH-3T3, células HelLa, células de rifion de cria de hamster (BHK),
células de rifidn de mono africano verde (COS), células de carcinoma hepatocelular humano
(p.ej., Hep G2), células A549 y varias otras lineas celulares. Las lineas celulares de
preferencia particular se seleccionan determinando qué lineas celulares tienen altos niveles
de expresion. Otras lineas celulares que se pueden utilizar son lineas celulares de insectos,
tales como las células Sf9 o Sf21. Cuando los vectores de expresion recombinantes que
codifican genes de anticuerpos son introducidos en células anfitrionas de mamifero, los
anticuerpos se producen cultivando las células anfitrionas durante un periodo de tiempo
suficiente para permitir la expresion del anticuerpo en las células anfitrionas o, mas
preferiblemente, la secrecion del anticuerpo al medio de cultivo en el que se han cultivado las
células anfitrionas. Los anticuerpos se pueden recuperar del medio de cultivo utilizando
métodos de purificacion de proteinas convencionales. Las células anfitrionas de vegetales
incluyen, p.ej., Nicotiana, Arabidopsis, lenteja de agua, maiz, trigo, patata, etc. Las células
anfitrionas bacterianas incluyen E. coli y especies de Streptomyces. Las células anfitrionas
de levadura incluyen Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae y Pichia

pastoris.

Adicionalmente, la expresidn de anticuerpos de la invencién o porciones de unién a
antigeno de los mismos a partir de lineas celulares de produccion se puede mejorar
utilizando una serie de técnicas conocidas. Por ejemplo, el sistema de expresion génica de la
glutamina sintetasa (el sistema GS) es un enfoque comun para mejorar la expresion en
ciertas condiciones. El sistema GS se analiza en su totalidad o en parte en relacion con las
patentes EP 0 216 846, 0 256 055, 0 323 997 y 0 338 841.
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Es probable que los anticuerpos expresados por diferentes lineas celulares o en
animales transgénicos tengan diferentes patrones de glicosilacién entre si. Sin embargo,
todos los anticuerpos codificados por las moléculas de acido nucleico proporcionadas en la
presente memoria, 0 que comprenden las secuencias de amino4cidos proporcionadas en la
presente memoria son parte de la presente invencion, independientemente del estado de
glicosilacion de los anticuerpos, y mas generalmente, independientemente de la presencia o

ausencia de modificaciones postraduccionales.
Composiciones Farmacéuticas

Otro aspecto de la invencidn es una composicion farmacéutica que comprende como
ingrediente activo (0 como Unico ingrediente activo) un anticuerpo anti-PD-1 o porcién de
unién a antigeno del mismo o composicién de anticuerpo anti-PD-1 de la invencién. La
composicion farmacéutica puede comprender cualquier composicion de anticuerpo anti-PD-1
0 anticuerpo o porcién de unién a antigeno del mismo como se describe en la presente
memoria. En algunas realizaciones, las composiciones estan destinadas a la mejora,
prevencion y/o tratamiento de un trastorno relacionado con PD-1 (p.ej., un trastorno
caracterizado por la expresion en exceso o la hiperactividad de PD-1) y/o cancer. En algunas
realizaciones, las composiciones estan destinadas a la activacion del sistema inmunitario. En
ciertas realizaciones, las composiciones estan destinadas a la mejora, prevencion y/o
tratamiento del cancer que se origina en tejidos tales como piel, pulmén, intestino, ovario,
cerebro, préstata, rifion, tejidos blandos, el sistema hematopoyético, cabeza y cuello, higado,

vejiga, mama, estdbmago, utero y pancreas.

Generalmente, los anticuerpos de la invencion o porciones de unién a antigeno de los
mismos son adecuados para administrarse como una formulaciéon en asociaciéon con uno o

mas excipientes farmacéuticamente aceptables, p.ej., como se describe a continuacion.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion comprenderan uno o0 mas
anticuerpos o porciones de union anti-PD-1 de la invencion, p.ej., uno o dos anticuerpos o
porciones de unién anti-PD-1. En una realizacion, la composicion comprende un unico

anticuerpo anti-PD-1 de la invencion o porcién de union del mismo.

En otra realizacion, la composicién farmacéutica puede comprender al menos un
anticuerpo anti-PD-1 o porcion de union a antigeno del mismo, p.ej., un anticuerpo o porcion

anti-PD-1 y uno o mas anticuerpos adicionales que se dirigen a uno o receptores de
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superficie celular mas relevantes, p.ej., uno 0 mas receptores relevantes para el cancer.

El término "excipiente" se utiliza en la presente memoria para describir cualquier
ingrediente distinto del compuesto o los compuestos de la invencion. La eleccion del
excipiente o los excipientes dependerd en gran medida de factores tales como el modo
concreto de administracion, el efecto del excipiente sobre la solubilidad y la estabilidad, y la
naturaleza de la forma de dosificacion. Segun se utiliza en la presente memoria, "excipiente
farmacéuticamente aceptable" incluye cualquiera y todos los disolventes, medios de
dispersién, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes retardadores de
la absorcién e isotbénicos, y similares que son fisioldgicamente compatibles. Algunos
ejemplos de excipientes farmacéuticamente aceptables son agua, solucién salina, solucién
salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y similares, asi como combinaciones
de los mismos. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, p.ej., azlcares,
polialcoholes tales como manitol, sorbitol o cloruro de sodio en la composicion. Los ejemplos
adicionales de sustancias farmacéuticamente aceptables son agentes humectantes o
cantidades minimas de sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o

emulsionantes, conservantes o tampones, que mejoran la vida util o eficacia del anticuerpo.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién y los métodos para su
preparacion seran facilmente evidentes para los expertos en la técnica. Tales composiciones
y métodos para su preparacion se pueden encontrar, por ejemplo, en Remington's
Pharmaceutical Sciences, 192 Edicion (Mack Publishing Company, 1995). Las composiciones
farmacéuticas se fabrican preferiblemente en condiciones GMP (buenas practicas de

fabricacion).

Una composicion farmacéutica de la invencidbn se puede preparar, envasar o
comercializar a granel, como una Unica dosis unitaria, 0 como una pluralidad de dosis
unitarias Unicas. Segun se utiliza en la presente memoria, una "dosis unitaria” es una
cantidad discreta de la composicibn farmacéutica que comprende una cantidad
predeterminada del ingrediente activo. La cantidad del ingrediente activo es generalmente
igual a la dosificacion del ingrediente activo que se administraria a un sujeto o una fraccion
conveniente de dicha dosificacion tal como, p.ej., la mitad o una tercera parte de dicha

dosificacion.

Cualguier método para administrar péptidos, proteinas o anticuerpos aceptados en la

técnica puede emplearse adecuadamente para los anticuerpos y porciones de union a
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antigeno de la invencion.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién son tipicamente adecuadas para
administracion parenteral. Segun se utiliza en la presente memoria, la "administracion
parenteral" de una composicion farmacéutica incluye cualquier via de administracion
caracterizada por ruptura fisica de un tejido de un sujeto y administracién de la composicion
farmacéutica a través de la ruptura en el tejido, lo que generalmente da como resultado la
administracion directa al torrente sanguineo, al musculo o a un érgano interno. La
administracion parenteral incluye asi, pero no se limita a, la administracion de una
composicion farmacéutica mediante inyeccion de la composicion, mediante la aplicacion de
la composicién a través de una incision quirtrgica, mediante la aplicacién de la composiciéon
a través de una herida no quirdrgica que penetra en el tejido, y similares. En particular, se
contempla la administracion parenteral que incluye, pero no se limita a, inyeccién o
infusiones subcutaneas, intraperitoneales, intramusculares, intraesternales, intravenosas,
intraarterials, intratecales, intraventriculares, intrauretrales, intracraneales e intrasinoviales; y
técnicas de infusién de didlisis renal. También se contempla la perfusién regional. Las

realizaciones preferidas incluyen las rutas intravenosa y subcutanea.

Las formulaciones de una composicion farmacéutica adecuada para administracion
parenteral comprenden tipicamente el ingrediente activo combinado con un portador
farmacéuticamente aceptable, tal como agua estéril o solucion salina isotonica estéril. Dichas
formulaciones se pueden preparar, envasar o comercializar en una forma adecuada para
administraciéon en bolo o para administracion continua. Las formulaciones inyectables se
pueden preparar, envasar o comercializar en forma de dosificacion unitaria, tal como en
ampollas o en recipientes multidosis que contienen un conservante. Las formulaciones para
administraciébn parenteral incluyen, pero no se limitan a, suspensiones, soluciones,
emulsiones en vehiculos oleosos 0 acuosos, pastas y similares. Tales formulaciones pueden
comprender adicionalmente uno o mas ingredientes adicionales que incluyen, pero no se
limitan a, agentes de suspension, estabilizantes o dispersantes. En una realizacion de una
formulacion para administracién parenteral, el ingrediente activo se proporciona en forma
seca (es decir, polvo o granulos) para la reconstitucion con un vehiculo adecuado (p.ej.,
agua estéril libre de pirégenos) antes de la administracion parenteral de la composicion
reconstituida. Las formulaciones parenterales también incluyen soluciones acuosas que

pueden contener excipientes tales como sales, carbohidratos y agentes tamponadores
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(preferiblemente a un pH de 3 a 9), pero, para algunas aplicaciones, se pueden formular mas
adecuadamente como una soluciéon no acuosa estéril 0 como una forma seca para utilizar
junto con un vehiculo adecuado tal como agua estéril libre de pirégenos. Las formas de
administracion parenteral ilustrativas incluyen soluciones o suspensiones en soluciones
acuosas estériles, por ejemplo, soluciones acuosas de propilenglicol o dextrosa. Dichas
formas de dosificacion se pueden tamponar adecuadamente, si se desea. Otras
formulaciones administrables por via parenteral que son Utiles incluyen aquellas que
comprenden el ingrediente activo en forma microcristalina, o en una preparacion liposémica.
Las formulaciones para administracion parenteral se pueden formular para que sean de
liberacién inmediata y/o modificada. Las formulaciones de liberacion modificada incluyen

liberacion retardada, sostenida, pulsada, controlada, dirigida y programada.

Por ejemplo, en un aspecto, las soluciones inyectables estériles pueden prepararse
incorporando el anticuerpo anti-PD-1 o la porcién de uniéon a antigeno del mismo o la
composicion de anticuerpo anti-PD-1 en la cantidad requerida en un disolvente apropiado
con uno o una combinacién de ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiera,
seguido de esterilizacion mediante filtracion. En general, las dispersiones se preparan
incorporando el compuesto activo a un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion
alcalino y los otros ingredientes requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de
polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos
preferidos de preparacion son el secado al vacio y la liofilizacién que producen un polvo del
ingrediente activo méas cualquier ingrediente deseado adicional de una solucién previamente
filtrada en condiciones estériles del mismo. La fluidez apropiada de una solucién puede
mantenerse, p.ej.,, mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el
mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de la dispersion y mediante el
uso de tensioactivos. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede
conseguirse mediante la inclusion en la composicion de un agente que retrase la absorcion,
por ejemplo, sales monoestearato y gelatina, y/o mediante el uso de recubrimientos de

liberacion modificada (p.ej. recubrimientos de liberacion lenta).

Los anticuerpos de la invencion también pueden administrarse por via intranasal o
mediante inhalacion, tipicamente en forma de un polvo seco (solo, como una mezcla, 0 como
una particula de componentes mixtos, por ejemplo, mezclado con un excipiente

farmacéuticamente aceptable adecuado) desde un inhalador de polvo seco, como un aerosol
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desde un recipiente, bomba, pulverizador, atomizador presurizados (preferiblemente un
atomizador que usa electrohidrodinamica para producir una neblina fina) o nebulizador, con o

sin el uso de un propelente adecuado, 0 como gotas nasales.

El recipiente, bomba, pulverizador, atomizador o nebulizador presurizados
generalmente contienen una solucion o suspension de un anticuerpo de la invenciéon que
comprende, p.€j., un agente adecuado para dispersar, solubilizar o prolongar la liberacion del

agente activo, uno o varios propelentes como disolvente.

Antes del uso en una formulacion de polvo seco o suspension, el producto
farmacéutico generalmente se microniza a un tamafio adecuado para la administracion
mediante inhalacion (tipicamente menos de 5 micrémetros). Esto se puede lograr mediante
cualquier método de trituracion apropiado, tal como molienda por chorro en espiral, molienda
por chorro de lecho fluido, procesamiento de fluido supercritico para formar nanoparticulas,

homogeneizacion a alta presion o secado por pulverizacion.

Las cépsulas, ampollas y cartuchos para utilizar en un inhalador o insuflador pueden
formularse para contener una mezcla en polvo del compuesto de la invencion, una base en

polvo adecuada y un modificador del rendimiento.

Una formulacion en solucibn adecuada para uso en un atomizador que utiliza
electrohidrodindmica para producir una neblina fina puede contener una dosis adecuada del
anticuerpo de la invencién por accionamiento y el volumen de accionamiento puede variar,

p.ej., de 1 pl a 100 pl.

Se pueden afadir aromas adecuados, tales como mentol y levomentol, o
edulcorantes, tales como sacarina 0 sacarina sédica, a aquellas formulaciones de la

invencion destinadas a administracion inhalada/intranasal.

Las formulaciones para administracién inhalada/intranasal se pueden formular para
gque sean de liberacion inmediata y/o modificada. Las formulaciones de liberacion modificada

incluyen liberacién retardada, sostenida, pulsada, controlada, dirigida y programada.

En el caso de inhaladores de polvo seco y aerosoles, la unidad de dosificacién se
determina por medio de una valvula que suministra una cantidad medida. Las unidades de
acuerdo con la invencién estan dispuestas tipicamente para administrar una dosis medida o

"inhalacién” de un anticuerpo de la invencion. La dosis diaria global tipicamente se
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administrara en una sola dosis 0, mas habitualmente, como dosis divididas a lo largo del dia.

Los anticuerpos y porciones de anticuerpos de la invencion también pueden
formularse para una administracién por via oral. La administracion oral puede implicar la
deglucién, de modo que el compuesto ingrese al tracto gastrointestinal y/o administracion
bucal, lingual o sublingual por medio de la cual el compuesto ingresa a la corriente

sanguinea directamente desde la boca.

Las formulaciones adecuadas para administracién oral incluyen sistemas sélidos,
semisdlidos y liquidos tales como comprimidos; capsulas blandas o duras que contienen
productos multi- o nanoparticulados, liquidos o polvos; pastillas (incluidas las rellenas de
liquido); chicles; geles; formas de dosificacion de dispersion rapida; peliculas; oOvulos;

aerosoles; y parches bucales/mucoadhesivos.

Las formulaciones liquidas incluyen suspensiones, soluciones, jarabes y elixires.
Dichas formulaciones pueden emplearse como cargas en capsulas blandas o duras
(elaboradas, por ejemplo de gelatina o hidroxipropilmetilcelulosa) y tipicamente comprenden
un vehiculo, por ejemplo, agua, etanol, polietilenglicol, propilenglicol, metilcelulosa o un
aceite adecuado, y uno o mas agentes emulsionantes y/o agentes de suspension. Las
formulaciones liquidas también se pueden preparar mediante la reconstitucion de un sélido,

por ejemplo, a partir de una bolsita.
Usos terapéuticos de anticuerpos y composiciones de la invencion

En un aspecto, los anticuerpos anti-PD-1 y sus porciones de union a antigeno, las
composiciones anti-PD-1 y las moléculas de union biespecificas de la invencion se utilizan
para potenciar o activar el sistema inmunitario en un ser humano que lo necesite. En algunas
realizaciones, el paciente tiene una afeccion caracterizada por expresion en exceso o
hiperactividad de PD-1. En algunas realizaciones, el paciente estd inmunosuprimido. En
ciertas realizaciones, el anticuerpo o porcidén de union a antigeno del mismo, composicién o
composicion farmacéutica de molécula de union biespecifica es para su uso en el
tratamiento del cancer, p.ej., canceres que se originan en tejidos tales como piel, pulmén,
intestino, ovario, cerebro, prostata, rifion, tejidos blandos, sistema hematopoyético, cabeza y
cuello, higado, vejiga, mama, estdbmago, Utero y pancreas, y canceres u otras afecciones que
dependen de la actividad de PD-1 o en las que el paciente expresa o expresa en exceso PD-

L1, PD-L2 o ambos. Los canceres tratados por los anticuerpos anti-PD-1, sus porciones de
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unién a antigeno, las composiciones de anticuerpo anti-PD-1, y/o las moléculas de union
biespecificas de la invencion pueden incluir, por ejemplo, melanoma (tal como melanoma
avanzado o no resecable o melanoma metastésico), cancer de pulmoén de células no
pequefias, cancer de vejiga, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, cdncer de

ovario, cancer colorrectal, linfoma de Hodgkin y carcinoma de células renales (RCC).

En algunas realizaciones, los canceres tratados mediante los anticuerpos anti-PD-1,
porciones de unibn a antigeno, composiciones anti-PD-1 y/o moléculas de union
biespecificas de la invencién pueden incluir, por ejemplo, melanoma (p.ej. melanoma
avanzado o metastasico), cancer de pulmon de células no pequefias, cancer de células
escamosas de cabeza y cuello, carcinoma de células renales, linfoma de Hodgkin, linfoma no
Hodgkin, glioblastoma, glioma, cancer de pulmén de células escamosas, cancer de pulmon
de células pequefias, carcinoma hepatocelular, cancer de vejiga, cancer del tracto urinario
superior, cancer de esofago, cancer de la unién gastroesofégica, cancer gastrico, cancer de
higado, cancer de colon, carcinoma colorrectal, mieloma mdultiple, sarcomas, leucemia
mieloide aguda, leucemia mieloide crénica, sindrome mielodisplasico, cancer nasofaringeo,
leucemia linfocitica cronica, leucemia linfoblastica aguda, linfoma linfocitico pequefio, cancer
de ovario, cancer gastrointestinal, cancer peritoneal primario, cAncer de trompas de Falopio,
cancer urotelial, leucemia/linfoma de células T asociado a HTLV, cancer de prostata, cancer
genitourinario, meningioma, cancer de la corteza suprarrenal, gliosarcoma, fibrosarcoma,
cancer de rifién, cancer de mama, cancer de pancreas, cancer de endometrio, cancer de
células basales de la piel, cancer del apéndice, cancer del tracto biliar, cAncer de la glandula
salival, cancer avanzado de células de Merkel, linfoma difuso de células B grandes, linfoma

folicular, mesotelioma y tumores sélidos.

"Tratar", "tratando" y "tratamiento” se refieren a un método para aliviar o anular un
trastorno biolégico y/o al menos uno de sus sintomas concomitantes. Segun se utiliza en la
presente memoria, "aliviar" una enfermedad, trastorno o afeccion significa reducir la
gravedad y/o la frecuencia de aparicion de los sintomas de la enfermedad, trastorno o
afeccion. Ademas, las referencias en la presente memoria a "tratamiento” incluyen

referencias a tratamientos curativos, paliativos y profilacticos.

"Cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a la cantidad de agente terapéutico que
se administra que aliviar4 hasta cierto punto uno o mas de los sintomas del trastorno que se

esta tratando. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente terapéutico anticanceroso
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puede dar como resultado una reduccion del tumor, una mayor supervivencia, la eliminacién
de células cancerosas, la disminucién de la progresion de la enfermedad, la reversion de

metéastasis u otros pardmetros clinicos deseados por los profesionales de la salud.

Las composiciones de anticuerpos o anticuerpos o porciones de unioén a antigeno de
los mismos de la invencidon se pueden administrar solas o0 combinadas con uno o mas de
otros farmacos o anticuerpos (0 como cualquier combinacion de los mismos). Las
composiciones farmacéuticas, métodos y usos de la invencion también abarcan por tanto
realizaciones de combinaciones (administracion conjunta) con otros agentes activos, como

se detalla a continuacion.

Segun se utiliza en la presente memoria, se pretende que los términos
"administracién conjunta”, "administrado conjuntamente" y "combinado con", que se refieren
a las composiciones de anticuerpos y anticuerpos y porciones de unién a antigeno de los
mismos de la invencidn con uno o mas agentes terapéuticos diferentes, significa que, y se

refieran e incluyan lo siguiente:

- administracion simultanea de dicha combinacibn de composicion de
anticuerpo/anticuerpo/porcion de unién a antigeno de la invencién y agente o agentes
terapéuticos a un paciente que necesita tratamiento, cuando tales componentes se formulan
juntos en una Unica forma de dosificacion que libera dichos componentes sustancialmente al

mismo tiempo en dicho paciente,

- administracion sustancialmente simultanea de tal combinacién de composicion de
anticuerpo/anticuerpo/porcion de unién a antigeno de la invencién y agente o agentes
terapéuticos a un paciente que necesita tratamiento, cuando tales componentes se formulan
separados entre si en formas de dosificacidn separadas que son tomadas practicamente al
mismo tiempo por dicho paciente, tras lo cual dichos componentes se liberan

sustancialmente al mismo tiempo en dicho paciente,

- administracion secuencial de tal combinacion de composicion de
anticuerpo/anticuerpo/porcién de unién a antigeno de la invencion y agente o agentes
terapéuticos a un paciente que necesita tratamiento, cuando tales componentes se formulan
separados entre si en formas de dosificacion separadas que son tomados en tiempos
consecutivos por dicho paciente con un intervalo de tiempo significativo entre cada

administracion, después de lo cual dichos componentes se liberan en tiempos
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sustancialmente diferentes en dicho paciente; y

- administracibn  secuencial de tal combinacibn de composicién de
anticuerpo/anticuerpo/porcion de union a antigeno de la invencibn y agente o agentes
terapéuticos a un paciente que necesita tratamiento, cuando dichos componentes se
formulan juntos en una Unica forma de dosificacion que libera dichos componentes de una
forma controlada, después de lo cual se liberan de manera simultanea, consecutiva y/o

superpuesta en el mismo y/o diferentes momentos a dicho paciente,
donde cada parte puede ser administrada por la misma ruta o por una diferente.

Las composiciones de anticuerpo y anticuerpos y sus porciones de union a antigeno
de la invencion se pueden administrar sin tratamientos terapéuticos adicionales, es decir,
como una terapia independiente. Alternativamente, el tratamiento con las composiciones de
anticuerpo y anticuerpos y sus porciones de unién a antigeno de la invencion puede incluir al
menos un tratamiento terapéutico adicional (terapia combinada). En algunas realizaciones, la
composicion de anticuerpo o anticuerpo o porcion de union a antigeno del mismo se pueden
administrar o formular conjuntamente con otra medicacion/farmaco para el tratamiento del
cancer. El tratamiento terapéutico adicional puede comprender, p.ej., un agente
quimioterapéutico, antineoplasico o antiangiogénico, un anticuerpo anticanceroso diferente

y/o radioterapia.

Mediante la combinacion de las composiciones de anticuerpo, anticuerpos o
porciones de unién a antigeno de la invencién con agentes que se sabe que inducen la
diferenciacion terminal de células cancerosas, el efecto puede mejorarse adicionalmente.
Tales compuestos pueden, por ejemplo, seleccionarse del grupo que consiste en &cido
retinoico, acidos trans-retinoicos, acidos cis-retinoicos, fenilbutirato, factor de crecimiento
nervioso, dimetilsulféxido, forma activa de vitamina D3, receptor gamma activado por el
proliferador de peroxisomas, 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol, hexametilen-bis-
acetamida, factor de crecimiento transformante-beta, &cido butirico, AMP ciclico y
vesnarinona. En algunas realizaciones, el compuesto se selecciona del grupo que consiste

en acido retinoico, fenilbutirato, 4cido todo-trans-retinoico y forma activa de vitamina D.

Los articulos farmacéuticos que comprenden una composicion de anticuerpo anti-PD-
1 o anticuerpo anti-PD-1 o porcion de unién a antigeno del mismo de la invencién y al menos

otro agente (p.ej., un agente quimioterapéutico, antineoplasico o antiangiogénico) se puede
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utilizar como un tratamiento combinado para la administracién simultanea, separada o
sucesiva en la terapia contra el cancer. El otro agente puede ser cualquier agente adecuado
para el tratamiento del cAncer concreto en cuestion, por ejemplo, un agente seleccionado del
grupo que consiste en agentes alquilantes, por ejemplo, derivados de platino tales como
cisplatino, carboplatino y/u oxaliplatino; alcaloides de plantas, por ejemplo, paclitaxel,
docetaxel y/o irinotecén; antibioticos antitumorales, por ejemplo, doxorrubicina (adriamicina),
daunorrubicina, epirrubicina, idarrubicina mitoxantrona, dactinomicina, bleomicina,
actinomicina, luteomicina y/o mitomicina; inhibidores de topoisomerasa tales como

topotecan; y/o antimetabolitos, por ejemplo, fluorouracilo y/u otras fluoropirimidinas.

Un anticuerpo anti-PD-1 o una porcion de union a antigeno del mismo o composicion
de anticuerpo anti-PD-1 de la invencién también se pueden utilizar combinados con otras
terapias contra el cancer tales como vacunas, citoquinas, inhibidores de enzimas y terapias
con células T. En el caso de una vacuna, ésta puede ser, p.ej., una vacuna de proteina,
péptido o ADN que contiene uno 0 mas antigenos que son relevantes para el cancer que se
esta tratando, o una vacuna que comprende células dendriticas junto con un antigeno. Las
citoquinas adecuadas incluyen, por ejemplo, IL-2, IFN-gamma y GM-CSF. Un ejemplo de un
tipo de inhibidor de enzima que tiene actividad anticancerosa es un inhibidor de indolamina-
2,3-dioxigenasa (IDO), por ejemplo 1-metil-D-triptéfano (1-D-MT). La terapia con células T
adoptiva se refiere a diversas técnicas de inmunoterapia que implican la expansion o
modificacion genética de las células T de los propios pacientes para reconocer y atacar sus

tumores.

También se contempla que un anticuerpo anti-PD-1 o una porciébn de union a
antigeno del mismo o una composicion de anticuerpo anti-PD-1 de la invencién se pueden
utilizar en tratamiento coadyuvante en relacién con inhibidores de tirosina quinasa. Estos son
moléculas sintéticas, principalmente derivadas de quinazolina, de bajo peso molecular que
interactian con el dominio de receptores de tirosina quinasa intracelular e inhiben la
fosforilacion del receptor inducida por ligando al competir por el sitio de union de Mg-ATP

intracelular.

En algunas realizaciones, la composicion de anticuerpo o anticuerpo o porcion de
union a antigeno del mismo se pueden utilizar combinados con otro medicamento/farmaco
que media la activaciéon del sistema inmunitario, que incluye, pero no se limita a, un agente
que media la expresion o actividad de A2AR, BLTA, B7-H3, B7-H4, CTLA-4, CD27, CD28,
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CD40, CD55, CD73, CD122, CD137, CD160, CGEN-15049, CHK1, CHK2, CTLA-3,
CEACAM (p.ej., CEACAM-1 y/lo CEACAM-5), GAL9, GITR, HVEM, ICOS, IDO, KIR, LAIR1,
LAG-3, OX40, TIGIT, TIM-3, TGFR-beta, VISTA y/o 2B4. En ciertas realizaciones, el agente
es un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a una de las
moléculas anteriores. En ciertas realizaciones, la composicion de anticuerpo o anticuerpo o
porcién de union a antigeno del mismo de la invencion se pueden administrar combinados
con un inhibidor de CTLA-4 (p.ej., un anticuerpo anti-CTLA-4 tal como tremelimumab o
ipiimumab). En una realizacién, la composicién de anticuerpo o anticuerpo o porcion de
unién a antigeno del mismo de la invencidbn se pueden administrar combinados con

ipilimumab.

En ciertos aspectos, los anticuerpos y porciones de union a antigeno de la invencién
se pueden administrar combinados con otro inhibidor de la ruta de PD-1, que puede dirigirse
a PD-1 o a uno o mas de sus ligandos. Los ejemplos de tales inhibidores incluyen otros
anticuerpos anti-PD-1, anticuerpos anti-PD-L1 y anticuerpos anti-PD-L2. En algunas
realizaciones, una composicién de anticuerpo, anticuerpo y/o porcion de union a antigeno de

la invencion se pueden administrar combinados con pembrolizumab y/o nivolumab.

Se entiende que las composiciones de anticuerpos y anticuerpos y porciones de
union a antigeno de los mismos de la invencion se pueden utilizar en un método de
tratamiento como se describe en la presente memoria, pueden utilizarse en un tratamiento
como se describe en la presente memoria, y/o pueden ser para su uso en la fabricacion de

un medicamento para un tratamiento como se describe en la presente memoria.
Dosis y Ruta de Administracion

Las composiciones de anticuerpos de la invencion se administrardn en una cantidad
eficaz para el tratamiento de la afeccidn en cuestion, es decir, a dosis y durante periodos de
tiempo necesarios para lograr un resultado deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz
puede variar de acuerdo con factores tales como la afeccidon concreta que se vaya a tratar, la
edad, el sexo y el peso del paciente, y si los anticuerpos se administran como un tratamiento

independiente o combinados con uno 0 mas tratamientos contra el cancer adicionales.

Los regimenes de dosificacibn se pueden ajustar para proporcionar la respuesta
Optima deseada. Por ejemplo, puede administrarse un Unico bolo, pueden administrarse

varias dosis divididas a lo largo del tiempo o la dosis puede reducirse o aumentarse
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proporcionalmente segun lo indicado por las exigencias de la situacion terapéutica. Es
especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en formas de dosificacion
unitarias por facilidad de administracion y uniformidad de dosificacion. La forma de
dosificacion unitaria, segun se utiliza en la presente memoria, se refiere a unidades
fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para los pacientes/sujetos
gque se vayan a tratar; conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de compuesto
activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacién con el portador
farmacéutico requerido. Los requisitos para las formas de dosificacion unitaria de la
invencion estan dictados generalmente por, y son directamente dependientes de, (a) las
caracteristicas Unicas del agente quimioterapéutico concreto o el efecto profilactico que se
deba lograr, y (b) las limitaciones inherentes a la técnica de composicion de tal compuesto

activo para el tratamiento de la sensibilidad en los individuos.

Por lo tanto, el experto en la técnica apreciaria, en base a la descripcion
proporcionada en la presente memoria, que la dosis y el régimen de dosificacion se ajustan
de acuerdo con métodos bien conocidos en las técnicas terapéuticas. Es decir, la dosis
méxima tolerable se puede establecer facilmente, y también se puede determinar la cantidad
eficaz que proporciona un beneficio terapéutico detectable para un paciente, al igual que los
requisitos temporales para administrar cada agente para proporcionar un beneficio
terapéutico detectable para el paciente. Por consiguiente, aunque en la presente memoria se
ilustran ciertas dosis y regimenes de administracion, estos ejemplos de ninguna manera
limitan la dosis y el régimen de administracién que se pueden proporcionar a un paciente en

la préctica de la presente invencion.

Debe observarse que los valores de dosificacion pueden variar con el tipo y la
gravedad de la afeccién que se vaya a aliviar, y pueden incluir dosis Unicas o multiples. Se
debe entender adicionalmente que para cualquier sujeto en particular, los regimenes de
dosificacion especificos deben ajustarse a lo largo del tiempo de acuerdo con la necesidad
individual y el criterio profesional de la persona que administra o supervisa la administracion
de las composiciones, y los intervalos de dosificacién establecidos en la presente memoria
descriptiva son solo ilustrativos y no se pretende que limiten el alcance o la practica de la
composicion incorporada. Ademas, el régimen de dosificacion con las composiciones de esta
invencion puede basarse en una variedad de factores, que incluyen el tipo de enfermedad, la

edad, el peso, el sexo, el estado médico del paciente, la gravedad de la afeccion, la via de



10

15

20

25

30

63

administracion, y el anticuerpo concreto empleado. Por lo tanto, el régimen de dosificacion
puede variar ampliamente, pero puede determinarse de forma rutinaria utilizando métodos
convencionales. Por ejemplo, las dosis pueden ajustarse en funcién de los parametros
farmacocinéticos o farmacodinamicos, que pueden incluir efectos clinicos tales como efectos
téxicos y/o valores de laboratorio. Por tanto, la presente invencién abarca el aumento o
disminucion progresivos de las dosis intrapaciente segun determine el experto en la técnica.
La determinacion de las dosificaciones y regimenes apropiados es bien conocida en la
técnica relevante y se entenderia que esta abarcada por el experto en la técnica una vez que

se proporcionan las ensefianzas divulgadas en la presente memoria.

Se contempla que una dosis adecuada de una composicion de anticuerpo de la
invencion estara en el intervalo de 0,1 a 100 mg/kg, tal como de aproximadamente 0,5 a 50
mg/kg, por ejemplo, de aproximadamente 1 a 20 mg/kg. La composicién de anticuerpo puede
administrarse, por ejemplo, a una dosificacion de al menos 0,25 mg/kg, por ejemplo, al
menos 0,5 mg/kg, tal como al menos 1 mg/kg, p.€j., al menos 1, 5 mg/kg, tal como al menos
2 mg/kg, p.ej., al menos 3 mg/kg, tal como al menos 4 mg/kg, p.ej., al menos 5 mg/kg; v,
p.ej., hasta 50 mg/kg como maximo, tal como hasta 30 mg/kg como méximo, p.ej., hasta 20
mg/kg como maximo, tal como hasta 15 mg/kg como maximo. La administracién
normalmente se repetira a intervalos adecuados, por ejemplo, una vez por semana, una vez
cada dos semanas, una vez cada tres semanas, 0 una vez cada cuatro semanas, y durante
el tiempo que el médico responsable considere apropiado, que puede aumentar o disminuir

opcionalmente la dosificacién cuando sea necesario.

Se puede medir una cantidad eficaz para la terapia tumoral por su capacidad de
estabilizar la progresién de la enfermedad y/o mejorar los sintomas en un paciente, y
preferiblemente para invertir la progresion de la enfermedad, p.ej., reduciendo el tamafio del
tumor. La capacidad de un anticuerpo o la composicion de la invencion para inhibir el cancer
se puede evaluar mediante andlisis in vitro, p.ej.,, como se describe en los ejemplos, asi
como en modelos animales adecuados que son predictivos de la eficacia en tumores
humanos. Se seleccionardn regimenes de dosificacion adecuados para proporcionar una
respuesta terapéutica optima en cada situacion concreta, por ejemplo, administrados como
un solo bolo o como una infusién continua, y con el posible ajuste de la dosificacion segun lo

indicado por las exigencias de cada caso.

Usos y Composiciones de Diagndstico
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Los anticuerpos de la presente invencion también son Utiles en procesos de
diagnostico (p.ej., in vitro, ex vivo). Por ejemplo, los anticuerpos se pueden utilizar para
detectar y/o medir el nivel de PD-1 en una muestra de un paciente (p.ej., una muestra de
tejido o una muestra de fluido corporal tal como un exudado inflamatorio, sangre, suero,
fluido intestinal, saliva u orina). Los métodos de deteccion y medicion adecuados incluyen
métodos inmunologicos tales como citometria de flujo, ensayos inmunoabsorbentes ligados a
enzimas (ELISA), ensayos de quimioluminiscencia, radioinmunoensayo e inmunochistologia.
La invencion abarca adicionalmente kits (p.ej., kits de diagndstico) que comprenden los

anticuerpos descritos en la presente memoria.

A menos que se defina lo contrario en la presente memoria, los términos cientificos y
técnicos utilizados en relacion con la presente invencién tendra los significados que
comunmente comprenden los expertos en la técnica. Los métodos y materiales ilustrativos
se describen a continuacién, aunque también se pueden utilizar en la practica o ensayo de la
presente invencidbn métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la
presente memoria. En caso de conflicto, prevalecera la presente memoria descriptiva,

incluyendo las definiciones,.

Generalmente, la nomenclatura utilizada en relacién con, y las técnicas de, cultivo
celular y tisular, biologia molecular, inmunologia, microbiologia, genética, quimica analitica,
guimica orgénica sintética, quimica medicinal y farmacéutica, y quimica e hibridacion de
proteinas y acidos nucleicos descritas en la presente memoria son las bien conocidas y
comunmente utilizadas en la técnica. Las reacciones enzimaticas y las técnicas de
purificacién se realizan de acuerdo con las especificaciones del fabricante, como se realiza

comunmente en la técnica o como se describe en la presente memoria.

Ademds, a menos que el contexto requiera lo contrario, los términos en singular
incluiran los plurales y los términos en plural incluiran el singular. A lo largo de esta memoria
descriptiva y realizaciones, se entenderd que las palabras "tiene" y "comprende" o
variaciones tales como "tiene", "que tiene", "comprende" o "que comprende" implican la
inclusion de un nimero entero o grupo de nimeros enteros establecidos pero no la exclusion

de ningun otro numero entero 0 grupo de nimeros enteros.

Todas las publicaciones y otras referencias mencionadas en la presente memoria se
incorporan como referencia en su totalidad. Aunque se citan varios documentos en la

presente memoria, estas citas no constituye una admision de que ninguno de estos
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documentos forma parte del conocimiento general comun de la técnica.

Para que la presente invencion pueda entenderse mejor, se exponen los siguientes
ejemplos. Estos ejemplos tienen Unicamente fines ilustrativos y no se deben interpretar como

limitantes del alcance de la invencién de ninguna manera.
EJEMPLOS

Ejemplo 1: Clonacién de anticuerpos anti-PD-1 a partir de células B de pollo

La clonacién de genes de anticuerpos derivados de pollo a partir de células B
secretoras de anticuerpos (ASC) se realiz6 por medio de la tecnologia de descubrimiento de
anticuerpos Symplex™. Brevemente, se aislaron ASC de 6rganos linfoides de pollos que se
habian inmunizado con antigeno PD-1, como antigeno proteico soluble y/o en su forma
nativa unida a membrana celular presentada en células eucariotas. La tincion de las ASC
con anticuerpos marcados con fluorescencia permitié la discriminacion de las ASC de otras
células (p.ej., células T, células B no sometidas a tratamiento previo, monocitos, etc.) antes
de la clasificacion en los recipientes de PCR. La clasificacion individual de ASC se realiz
mediante citometria de flujo. Posteriormente, se llevd a cabo el procedimiento Symplex™
para generar productos de PCR que contenian pares Vy y V. para cada célula B ordenados

como se describe mas adelante.

La conexion de secuencias codificantes de Vi y V. se realiz6 en las ASC clasificadas,
facilitando el emparejamiento cognado de las secuencias. El proceso utilizé un procedimiento
de PCR de dos etapas basado en RT-PCR de solapamiento-extensién multiplex de dos
etapas seguido de PCR anidada. El principio para el enlace de secuencias de Vu y Vi
cognadas utilizando la tecnologia Symplex™ se describe en detalle en los documentos WO
2005/042774; WO 2008/104184; WO 2010/022738, y Meijer et al., J Mol Biol 358(3):764-72
(2006). Brevemente, los fragmentos V4 y Vi cognados amplificados se unen mediante PCR
solapamiento-extension en una etapa denominada de PCR anidada. En el procedimiento
posterior, los productos de PCR se agrupan antes de la clonacion en un vector plasmidico.
Esto se hace de tal manera que los fragmentos de ADN clonados que codifican los dominios
variables del anticuerpo de pollo puedan expresarse como un anticuerpo quimérico completo
a partir de una Unica construccion de expresion de plasmido en células de mamifero
transfectadas. Consecuentemente, es posible escrutar los sobrenadantes celulares para

determinar los anticuerpos quiméricos que muestran union especifica al antigeno PD-1.
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Materiales y métodos

La tecnologia Symplex™ como se describe en las publicaciones mencionadas
anteriormente se modificé para amplificar V. y Vu de células B de pollo clasificadas. La
clonacion de una construccion de expresion funcional se realiz6 en dos etapas, tal como se

describe a continuacion.

Etapa 1. Los productos de PCR amplificados que contienen los fragmentos Vu y Vi
emparejados se amplificaron en una reacciéon de PCR anidada. Esto permitié la adicién de
sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion flanqueantes para Apal y Avrll en cada
extremo. Dado que las secuencias de Vy y V. coghadas fueron emparejadas en un anico
producto de PCR de cada ASC clasificada, la clonacién de los productos de PCR se realizd
después de agrupar todos los fragmentos de PCR. El plasmido pML392 se construyé para
recibir los productos de PCR Symplex™ por digestion de los sitios de restriccion
correspondientes Apal y Avrll. La ligacién resultante de productos de PCR agrupados y
pML392 se muestra en la Figura 1. Aqui la insercion del producto de PCR coloco las
secuencias de Vu y V. frente a CH1-CH2-CH3 humanas y regiones de ADNc constante
lambda, respectivamente, de modo que se obtuvieron los marcos de lectura de cadena

pesada y ligera completas.

Etapa 2. En las construcciones iniciales, los dos marcos de lectura que codifican las
secuencias de cadena pesada y ligera se colocaron cabeza a cabeza y separados por una
secuencia de ADN que contenia sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion para Ascl
y Nhel. Mediante la insercion de un fragmento de ADN del promotor de CMV doble digerido
con Ascl/Nhel correspondiente que incluia las UTR 5' y péptidos sefial entre los dos
extremos 5' de los genes de cadena pesada y ligera, se obtuvo una construccion de

expresion completa como se representa en la Figura 2.

Ejemplo 2: Clonacién de analogos de anticuerpos de referencia anti-PD-1

Este ejemplo explica brevemente cdmo se generaron los analogos de referencia de

los anticuerpos anti-PD-1 nivolumab y pembrolizumab.

Las secuencias de aminoacidos que codifican los dominios de cadena pesada y
ligera variables de los analogos de anticuerpos de nivolumab y pembrolizumab se obtuvieron
de la sitio web de IMGT® imgt.org/mAb-DB/; véase la Tabla 3 a continuacion. Las

secuencias de proteina se tradujeron de forma inversa a secuencias de ADN con uso de
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codones humanos. Las secuencias de ADN correspondientes se sintetizaron a continuacion
y se clonaron en vectores de expresion que contienen dominios constantes de cadena
pesada o de cadena ligera kappa de IgGs humana, dando como resultado la expresion de
anticuerpos completos. Para evitar el intercambio de brazo Fab, el residuo de serina en la
posicién 228 se sustituy6é por prolina (Angal et al., Mol. Immunol., 30:105-108 (1993)). Las
células CHO se transfectaron con los plasmidos de expresion correspondientes utilizando un
sistema de expresidn de proteinas convencional. Los sobrenadantes de anticuerpo
correspondientes se purificaron utilizando cromatografia en columna de purificacion de

proteina A convencional.

Tabla 3 Analogos de anticuerpos sintetizados genéticamente
Anticuerpo Cddigo Formato de Pagina web de
anticuerpo Referencia
Pembrolizumab/ MK-3475 19G4 imgt.org/mAb-
recombinante, DB/mAbcard?Abld=472
KEYTRUDA®
S228P
Nivolumab/ BMS-936558, MDX- | 1gG4 imgt.org/mAb-
1106, ONO-4538 recombinante, DB/mAbcard?Abld=424
OPDIVO®
S228P

Ejemplo 3: Escrutinio de repertorios de anticuerpos para su uniéon a PD-1

expresada en la superficie celular

Los anticuerpos clonados del repertorio anti-PD-1 se transfectaron individualmente y
se expresaron en células HEK293 utilizando el Reactivo de transfeccion 293fectin™
(Invitrogen, Num. Cat. 12347-019) en formato de 384 pocillos, y se recogieron los

sobrenadantes que contenian anticuerpos el dia 6 después de la transfeccion.

Para el escrutinio de anticuerpos basado en células, las células CHO-S se
transfectaron en formato de 384 pocillos para expresar PD-1 humana completa utilizando el
reactivo Freestyle™ MAX (Invitrogen, Num. Cat. 16447-100), y las células no transfectadas
se utilizaron como control negativo. Para permitir una configuracion de escrutinio

multiplexado, las células no transfectadas se marcaron utilizando CFSE y se mezclaron con
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células transfectadas con PD-1 no marcadas a una razén de 1 a 1, y una densidad de 1E6
célula por ml, cada una. En placas de 384 pocillos, se mezclaron 40 ul de esta mezcla
celular con 10 ul del sobrenadante que contenia anticuerpo, y el anticuerpo unido a la célula
se revel6 mediante la adicion de anticuerpo secundario de cabra anti-lgG humana (H+L)
AF647 (Molecular Probes, Nam. Cat. A21445) en una configuracion sin lavado. Las muestras
se adquirieron utilizando citometria de flujo de alto rendimiento (iQue® Screener, Intellicyt) y
los datos se analizaron utilizando soporte légico ForeCyt® trazando CFSE frente a la unién
de IgG humana (AF647). Los éxitos primarios especificos de PD-1 se identificaron como
clones de anticuerpos que se unen solo a células transfectadas con PD-1 humana (negativo
para CSFE), pero no a células control (positivo para CFSE), y se recogieron numeros de
placa y las coordenadas de placa para la seleccién de los éxitos y posterior analisis de la

secuencia.

Las Figuras 3A-3C muestran graficos de puntos de citometria de flujo representativos
para (A) un clon de anticuerpo que se une especificamente a células transfectadas con PD-1
humana, (B) un clon que no se une especificamente a células CHO-S, y ( C) un clon que no

se une a ninguna de las poblaciones celulares utilizadas en el escrutinio.

Ejemplo 4: Humanizacion de anticuerpos anti-PD-1

La humanizacion de las regiones marco de los anticuerpos anti-PD-1 de pollo se
realiz6 con el fin de producir moléculas de anticuerpo que tienen inmunogenicidad minima
cuando se administran a seres humanos, a la vez que retienen sustancialmente la

especificidad y afinidad de los anticuerpos parentales de pollo.

Materiales y métodos

La humanizacion de los anticuerpos derivados de pollo se realizé utilizando el
enfoque de "injerto de CDR", un método originalmente descrito por Jones et al., Nature
321:522-525 (1986). En primer lugar, se utilizd la herramienta BLAST con los dominios
pesado variable (Vu) y ligero variable (V) de los anticuerpos frente a bases de datos de IgG
humanas con el fin de encontrar genes de la linea germinal humana mas cercana. Esto
identificé los genes humanos IGHV3-23*01 (M99660) e IGLV3-19*01 (X56178) como los mas
cercanos a los genes Vu y Vi del pollo, respectivamente. Del mismo modo, las secuencias de
aminoacidos humanos seleccionados para humanizacién de la regiébn del gen J se
obtuvieron a partir de IGHJ1*01 (J00256) y IGLJ6*01 (M18338) para Vi Yy Vi,
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respectivamente. Ademas, los genes de Vu y VL del anticuerpo se alinearon frente a los
genes de la linea germinal de inmunoglobulina de pollo para identificar mutaciones
somaticas en las regiones marco que pueden jugar un papel en la funcién y/o estructura de
los anticuerpos. Dichos residuos pueden incluirse en los genes del anticuerpo humanizado
finales como los denominados residuos de "retromutacién”. Finalmente, se considera que
algunas posiciones de aminoéacidos, los denominados "residuos de Vernier" (Foote y Winter,
J Mol Biol. 224(2):487-99 (1992)), que se sabe que juegan un papel importante en la
estructura, estabilidad y funcién de los anticuerpos, generan variantes de anticuerpos
humanizados alternativos que incluyen residuos humanos o de pollo de las lineas germinales

correspondientes.

Las secuencias de CDR de la presente memoria se determinaron de acuerdo con las
definiciones de IMGT® para CDR1 y CDR2. Para CDR3 de la cadena pesada vy ligera, las
definiciones en la presente memoria incluyen un residuo adicional de aminoacidos aguas
arriba de IMGT-CDR3 (Cys) y un residuo de amino&cido adicional aguas abajo (Trp para
CDRS3 de V4, Phe para CDR3 de V).

El ensamblaje de la CDR de pollo y de las regiones marco humanas se realizd
mediante PCR de extensién del solapamiento. Los productos de PCR de Vs and V.
humanizados resultantes se clonaron en vectores de expresion (plasmidos) que albergan
regiones constantes de cadena pesada y ligera humana. Para aumentar la escision correcta
del péptido sefal aguas arriba de la cadena lambda, el segundo aminoé&cido (Ser) del gen
lambda IGLV3.19 se reemplaz6 por otro aminoacido (Tyr) que esta presente en otras lineas
germinales humanas, por ejemplo IGLV3.25. La secuencia de la cadena pesada contiene las
dos mutaciones "LALA" (L234A L235A) conocidas por reducir la funcién efectora de la regién
Fc de los anticuerpos IgG1 (Armour et al., Eur J Immunol. 29(8):2613-24 (1999); y Armour et
al., Mol Immunol. 40(9):585-93 (2003)). El vector de expresion también contenia las
secuencias reguladoras necesarias, permitiendo la expresion simultanea de cadenas ligeras
y pesadas que se ensamblan para proporcionar anticuerpos completos después de la

transfeccion de células de mamifero.
Resultados

Las secuencias de anticuerpos humanizados finales se muestran a continuacion en la
Tabla 4, y las secuencias de CDR se muestran por separado en las secuencias de la Tabla

5. Las secuencias CDR se definen en las Tablas de acuerdo con el esquema de numeracion
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Secuencias Vu y VL de anticuerpos anti-PD-1 humanizados*

Anticuerpo

humanizado

Secuencia de aminoacidos de VH

Secuencia de aminoacidos de VL

[12819.15384]

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCA
ASGFTFTRYDMVWVRQAPGKGLE
WVAGIGDSNKMTRYAPAVKGRAT
I SRDONSKNTLYLQMNSLRAEDTA
VYYCAKGSCIACWDEAGR I DAWG
QGTLVTVSS (SEQ 1D NO:

2)

SYELTQDPAVSVALGQTVRITCSGGG
SYDGSSYYGWYQQKPGQAPVTVIYNN
NNRPSD I PDRFSGSSSGNTASLTITG
AQAEDEADYYCGSYDRPETNSDYVGM
FGSGTKVTVL

(SEQID NO: 3)

[12748.15381]

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASG
FTFSDYAMNWVRQAPGKGLEWVA
GIGNDGSYTNYGAAVKGRATISRDN
SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCASDI

SYELTQDPAVSVALGQTVRITCSGGSSYSY
GWFQQKPGQAPVTVIYESNNRPSDIPDR
FSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCGN
ADSSSGIFGSGTKVTVL

RSRNDCSYFLGGCSSGFIDVWGQGT

LVTVSS

(SEQ ID NO: 4)

(SEQ ID NO: 5)

[12865.15377]

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASG
FDFSDHGMQWVRQAPGKGLEYVG
VIDTTGRYTYYAPAVKGRATISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKTT
CVGGYLCNTVGSIDAWGQGTLVTV

SS

(SEQ ID NO: 6)

SYELTQDPAVSVALGQTVRITCSGGG
SSSYYGWYQQKPGQAPVTVIYDDTNR
PSGIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQA
EDEADYYCGGYEGSSHAGIFGSGTKV
TVL

(SEQ ID NO: 7)
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Anticuerpo

humanizado

Secuencia de aminoacidos de VH

Secuencia de aminoacidos de VL

[12892.15378]

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCA
ASGFDESSYTMQWVRQAPGKGLE
WVGVISSTGGSTGYGPAVKGRAT
I SRONSKNTLYLQMNSLRAEDTA
VYYCVKS I SGDAWSVDGLDAWGQ
GTLVTVSS

(SEQ ID NO: 8)

SYELTQDPAVSVALGQTVRITCSGGGSAY
GWYQQKPGQAPVTVIYYNNQRPSGIPD
RFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCG
SYDSSAVGIFGSGTKVTVL

(SEQ ID NO: 9)

[12796.15376]

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASG
FDFSSYTMQWVRQAPGKGLEWVG
VISSTGGSTGYGPAVKGRATISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVKSV

SYELTQDPAVSVALGQTVRITCSGGGSAY
GWYQQKPGQAPVTVIYYNNQRPSDIPD

RFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCG
SYDSSAVGIFGSGTKVTVL

SGDAWSVDGLDAWGQGTLVTVSS

(SEQ ID NO: 10)

(SEQ ID NO: 11)

[12777.15382]

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASG
FDFSSYGMQWVRQAPGKGLEWVG
VISGSGITTLYAPAVKGRATISRDNSK
NTVYLQMNSLRAEDTAVYYCTRSPSI

SYELTQDPAVSVALGQTVRITCSGGDGSY
GWFQQKPGQAPVTVIYDNDNRPSDIPD

RFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCG
NADLSGGIFGSGTKVTVL

TDGWTYGGAWIDAWGQGTLVTVS

S

(SEQID NO: 12)

(SEQ ID NO: 13)

[12760.15375]

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASG
FTFSTFNMVWVRQAPGKGLEYVAE!
SSDGSFTWYATAVKGRATISRDNSK

NTVYLQMNSLRAEDTAVYYCAKSDC

SYELTQDPAVSVALGQTVRITCSGG/SDD
GSYYYGWFQQKPGQAPVTVIYINDRRPS
NIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEAD
YYCGSYDSSAGVGIFGSGTKVTVL
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Anticuerpo Secuencia de aminoacidos de V4 Secuencia de aminoacidos de V.

humanizado

SSSYYGYSCIGIIDAWGQGTLVTVSS | (SEQID NO: 15)

(SEQ ID NO: 14)

[13112.15380] | EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASG | SYELTQDPAVSVALGQTVRITCSGGSSDY
FTFSSYNMFWVRQAPGKGLEFVAE! | YGWFQQKPGQAPVTVIYYNNKRPSDIPD
SGSNTGSRTWYAPAVKGRATISRDN | RFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCG
SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKSI | NADSSVGVFGSGTKVTVL

YGGYCAGGYSCGVGLIDAWGQGTL

(SEQID NO: 17)
VTVSS

(SEQ ID NO: 16)

* Las regiones CDR estan en cursiva, subrayadas y en negrita.

Tabla 5 Secuencias de Hy L-CDR de anticuerpos anti-PD-1 humanizados
Anticuerpo
HCDR1 HCDR2 HCDR3 LCDR1 LCDR2 | LCDR3
humanizado
CAKGSCIAC
[12819.1538 | GFTFTRY CGSYDRPETNSD
IGDSNKMT | WDEAGRIDA | GSYDGSSY | NNN
4] D YVGMF
W
SEQ ID NO: 18 19 20 21 22 23
CASDIRSRN
[12748.1538 | GFTFSDY
IGNDGSYT | DCSYFLGGCS | SSYS ESN CGNADSSSGIF
1] A
SGFIDVW
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Anticuerpo

HCDR1 HCDR2 HCDR3 LCDR1 LCDR2 | LCDR3
humanizado
SEQ ID NO: 24 25 26 27 28 29

CAKTTCVGG
[12865.1537 | GFDFSDH CGGYEGSSHAGI
IDTTGRYT | YLCNTVGSID | GSSSY DDT
7] G F
AW
SEQ ID NO: 30 31 32 33 34 35

CVKSISGDA
[12892.1537
GFDFSSYT | ISSTGGST | WSVDGLDA | GSA YNN CGSYDSSAVGIF
8]
W
SEQID NO: 36 37 38 39 40 41

CVKSVSGDA
[12796.1537
GFDFSSYT | ISSTGGST | WSVDGLDA | GSA YNN CGSYDSSAVGIF
6]
W
SEQ ID NO: 42 43 44 45 46 47

[12760.1537

GFTFSTEN

ISSDGSFT

CAKSDCSSSY

ISDDGSYY

ND

CTRSPSITDG
[12777.1538 | GFDFSSY
ISGSGITT | WTYGGAWI | DGS DND | CGNADLSGGIF
2] G
DAW
SEQID NO: | 48 49 50 51 52 53

CGSYDSSAGVGI
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Anticuerpo
HCDR1 HCDR2 HCDR3 LCDR1 LCDR2 | LCDR3
humanizado
5] YGYSCIGIIDA F
w
SEQ ID NO: 54 55 56 57 58 59
CAKSIYGGYC
[13112.1538 ISGSNTGSR
GFTFSSYN AGGYSCGVG | SSDY YNN CGNADSSVGVF
0] T
LIDAW
SEQ ID NO: 60 61 62 63 64 65

Todos los anticuerpos humanizados comprendian la region constante de la cadena
pesada variante de LgG1 "LALA" y las secuencias de aminoacidos de la region constante de

la cadena ligera que se muestran a continuacion.

Reqgién constante de cadena pesada (SEQ ID NO: 67):

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV

LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCP
APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP
REPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Reqion constante de cadena ligera (SEQ ID NO: 68):

GQPKANPTVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADGSPVKAGVETTK
PSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

Ejemplo 5: Escrutinio de candidatos de anticuerpos anti-PD-1

PD-1 se expresa principalmente en la superficie de los linfocitos T activados, donde
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regula negativamente la actividad de las células T. Para seleccionar los candidatos de
anticuerpos anti-PD-1 mas funcionales, se establecieron dos sistemas de escrutinio in vitro
diferentes, un analisis en sangre completa de Enterotoxina B de Staphylococcus (SEB) y un

ensayo de reaccion mixta linfocitaria unidireccional.

Materiales y métodos

Se escrutd inicialmente un repertorio de 69 mAb humanizados Unicos en el formato
de armazédn IgG1-LALA, es decir, teniendo las mutaciones "LALA" descritas en el Ejemplo 4,
y se clonaron y humanizaron como se describié anteriormente, para determinar la actividad
funcional en el andlisis en sangre completa de SEB. SEB es un sUper-antigeno que se une a
las moléculas del MHC de clase Il y regiones especificas de VB de los receptores de células
T (TCR) y dirige la estimulacion no especifica de las células T. Esto da como resultado la
activacion/proliferacion de células T policlonales y la liberacién de citoquinas incluyendo IL-2
e IFN-y.

Con el fin de investigar la relevancia del andlisis de SEB para el escrutinio de la
actividad anti-PD-1, se investigo el nivel de expresion de PD-1 para diferentes donantes
antes y después de la estimulacion con SEB. Las PBMC de seis donantes diferentes se
sometieron a ensayo para determinar la expresion de PD-1 mediante citometria de flujo el
dia 0 y el dia 3 después de la estimulacion con SEB. Se establecié una salida de linfocitos

relevante para un andlisis posterior.

Basandose en el escrutinio en los analisis en sangre completa de SEB, utilizando
sangre de al menos tres donantes diferentes, se identificaron los 10 principales candidatos
de anticuerpo anti-PD-1. Los candidatos de anticuerpo anti-PD-1 se titularon posteriormente
para obtener curvas de dosis-respuesta para cada anticuerpo individual en comparacién con
los controles positivos, anélogos de referencia de los anticuerpos anti-PD-1 pembrolizumab

(Merck) y nivolumab (Bristol-Myers Squibb); véase el Ejemplo 2.

La funcionalidad de los 10 principales anticuerpos anti-PD-1 seleccionados se validé
en un andlisis in vitro alternativo, el ensayo de reaccién mixta linfocitaria unidireccional
(MLR). En este ensayo, las células dendriticas (DC) de un donante se cultivaron
conjuntamente con células T CD4* de otro donante para obtener estimulacion especifica de
aloantigeno, inducida en 10-15% de todas las células T, lo que condujo a la

activacion/proliferacion de células T y secrecion de citoquinas.
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Debido a un problema de estabilidad de la proteina para uno de los candidatos
(12748.15381), se utilizaron secuencias alternativas de la linea germinal para este
anticuerpo especifico. Uno de los anticuerpos resultantes, 12748.16124, se menciona a
continuacién. Esta variante tiene una secuencia V. diferente, pero la misma secuencia Vu
como 12748.15381 (Tabla 1, mas arriba).

Resultados

Los datos en la Figura 4 muestran claramente que la frecuencia de linfocitos que
expresan PD-1 aumenta en todos los donantes sometidos a ensayo después de la
estimulacion con SEB. Estas observaciones confirman la relevancia de este analisis para el

escrutinio de anticuerpos anti-PD-1.

La titulacién de los anticuerpos anti-PD-1 mas funcionales en el andlisis de SEB,
mostrada en las Figuras 5A-I, identificé los mejores candidatos anti-PD-1 con funcionalidad
similar o superior a los analogos de anticuerpo de control positivo pembrolizumab y
nivolumab. En este andlisis, se estimulé sangre completa con SEB durante 48 h en
presencia de los anticuerpos indicados, y se midi6 la secrecion de IL-2 después de 48 horas
mediante ELISA. Cada punto de datos representa un promedio de seis réplicas, indicando

las barras el ETM.

Las Figuras 5A-H muestran los resultados obtenidos con los anticuerpos anti-PD-1
humanizados. Debido a la agregaciéon por encima de 5% para uno de los anticuerpos
[12748.15381], se sometié a ensayo un marco alternativo para este anticuerpo. Los datos en
la Figura 51 muestran una funcionalidad similar del anticuerpo humanizado original
[12748.15381] y su variante de la linea germinal (marco) [12748.16124].

La funcionalidad de los anticuerpos anti-PD-1 se validé6 en un ensayo MLR
unidireccional. En este ensayo, las células dendriticas y las células T CD4*(proporcion 1:10)
de dos donantes diferentes se cultivaron conjuntamente, y se midié la secrecion de de IFN-y
mediante MesoScale después de 5 dias. Cada punto de datos representa un promedio de
seis réplicas, indicando las barras indican el ETM. Los datos obtenidos del ensayo MLR
unidireccional e ilustrados en las Figuras 6A-H muestran la misma funcionalidad y
clasificacion de los anticuerpos anti-PD-1 que los datos obtenidos del ensayo con SEB. Esta
consistencia en los datos entre diferentes ensayos proporciona una confirmacion adicional

de que los anticuerpos seleccionados son funcionales.
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Los anticuerpos seleccionados se originan a partir de dos diferentes familias ("bins")
de epitopos principales, lo que indica que se unen a dos epitopos diferentes que no se
solapan. Todos los anticuerpos anti-PD-1 mostrados pertenecen al Bin 1, excepto para los
anticuerpos 12760 y 13112, que pertenecen al Bin 2. Se encontré que los anticuerpos anti-

PD-1 del Bin 1 muestran la funcionalidad mas alta en estos en ensayos in vitro

Ejemplo 6: Analisis de citometria de flujo de anticuerpos anti-PD-1 para determinar la

actividad bloqueante del ligando PD-L1

Este ejemplo ilustra como se sometid a ensayo el panel de anticuerpos anti-PD-1
para determinar la actividad bloqueante del ligando PD-L1 realizando un analisis competitivo
mediante citometria de flujo utilizando PD-1 expresado en la superficie celular y PD-L1

soluble marcado con fluorocromo.

Materiales y métodos

La actividad bloqueante del ligando PD-L1 se investig6 en analisis celular multiplex,
en el que PD-1 humana y de cinomolgo se expresaron de manera recombinante en células
CHO-S y la unién de la proteina quimera PD-L1-Fc humana marcada con R-PE (R-
ficoeritrina) se analiz6 mediante citometria de flujo. La proteina quimera PD-L1-Fc
recombinante asequible comercialmente (R&D Systems, USA) se conjugd con R-PE
utilizando el Kit de Conjugacién con R-Ficoeritrina Lightning-Link® (Innova Biosciences, UK).
Las células CHO-S transfectadas transitoriamente para expresar PD-1 humana se mezclaron
con las células CHO-S tefiidas con CFSE que expresaban transitoriamente PD-1 de
cinomolgo. Esta mezcla de células se incubé a continuacion con 50 ul de anticuerpo anti-PD-
1 a 20 pg/ml sobre hielo, seguido de la adicion de 50 pl de PD-L1-Fc marcada con R-PE a
aprox. 3,4 pg/ml (concentracion final 16,4 nM) y posterior incubacion durante 20 min
adicionales (concentracion final de anticuerpo anti-PD-1: 10 pyg/ml). El anticuerpo unido se
detect6 utilizando anticuerpo anti-cadena ligera de IgG humana conjugado con APC
(aloficocianina). La unién de los anticuerpos PD-L1 y anti-PD-1 se cuantific6 mediante

citometria de flujo detectando fluorescencia R-PE y APC, respectivamente.

Resultados

Los resultados del experimento de competicion se presentan en las Figuras 7A-B y se
resumen en la Tabla 6 a continuacion. Todos los anticuerpos anti-PD-1 se analizaron a una

concentracion de anticuerpo final de 10 pg/ml (véase mas arriba). Tres de los anticuerpos
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sometidos a ensayo fueron capaces de inhibir la unién de PD-L1 en 83% o mas, similar al
anticuerpo de referencia anti-PD-1 lambrolizumab (Merck), que es el mismo que
pembrolizumab y se incluyé como control positivo. Un anticuerpo (12777.13362) solo inhibio
parcialmente la union en un 69%. Un anticuerpo (13112.13208) no bloqueé la unién de PD-1.
La union de PD-L1 a células que expresan PD-1 en presencia del anticuerpo anti-VEGFR2

de control negativo ramicirumab (Genentech) se ajust6 a 0%.

Tabla 6 Inhibicién de unién a PD-L1 en presencia de anticuerpos anti-PD-1
Anticuerpo % de inhibicion de la union
de PD-L1

12819.13367 87%

12748.13354 86%

12892.13195 88%

12777.13362 69%

13112.13208 5%

Lambrolizumab (control pos.) 88%

Ramucirumab (control neg.) ajustado a 0%

Las variantes humanizadas mostradas en la Tabla 6 tienen las mismas secuencias de
amino&cidos que las de la Tabla 1 que comparten los primeros 5 digitos en sus nombres,
excepto que las variantes de la Tabla 1 tienen residuos de aminoécidos "SY" en el extremo
N-terminal de la cadena ligera. En algunas realizaciones, el dipéptido SY mejora el
procesamiento del péptido sefial durante la expresion de la cadena ligera del anticuerpo. Se

espera que las variantes en las Tablas 1 y 6 tengan propiedades funcionales idénticas.

Ejemplo 7: Mediciéon de las afinidades del anticuerpo PD-1 contra antigeno EDC de PD-

1 humanay de cinomolgo

Este ejemplo demuestra que la mayoria de los anticuerpos anti-PD-1 muestran una
alta afinidad picomolar (pM) y una buena reactividad cruzada contra los dominios

extracelulares (ECD) de PD-1 tanto humanos como de cinomolgus.
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Materiales y métodos

El andlisis de unién cinética del repertorio de anticuerpo anti-PD-1 purificado se
realiz6 en un biosensor de resonancia de plasmén superficial (SPR) XPR-36 (Bio-Rad, EE.
UU.). Los antigenos contra ECD de PD-1 humanas o de cinomolgos etiquetados con His se
adquirieron de Acro Biosystems, Reino Unido. La cinética de unién se midié en condiciones
de antigeno monovalente inmovilizando anticuerpos anti-PD-1 y manteniendo el antigeno
PD-1 monovalente en solucibn como se describié previamente (Canziani y col., Anal
Biochem 325(2):301-307 (2004)). Se aplicé la densidad de anticuerpos anti-PD-1 mas baja
posible para evitar la union inespecifica y la limitacion del transporte en masa. Para medir la
cinética de anticuerpos, los anticuerpos anti-PD-1 se ajustaron a una concentracion de 1,0
pMg/ml y se capturaron en superficies con anti-Fc de IgG humana generados por la
inmovilizacion de aproximadamente 1.000 UR de un anticuerpo monoclonal anti-Fc humano
(Biacore, Dinamarca). Se sometieron a ensayo anticuerpos anti-PD-1 para determinar la
union a ECD de PD-1 humana o de cinomolgo en un intervalo de concentracién 3 veces
mayor de 25 nM a 0,31 nM seguido de la regeneracion de las superficies con tampon de
regeneracion MgCI2 3 M (Biacore, Dinamarca). Se emple6 un caudal elevado de 20 pl/min,
un tiempo de asociacion de 3,33 min y un tiempo de disociacion entre 1,5 horas y 2,75 horas.
Las respuestas de unidn registradas se ajustaron a un modelo simple de unién de Langmuir
1:1 para el célculo de las constantes de velocidad de asociacion (ken 0 ka), velocidad de

disociacion (ke 0 kd) y afinidad (Kp) utilizando doble referencia.

Resultados

Las cinéticas de unién se tabulan en la Tabla 7 a continuacién, que ilustra que el
panel de anticuerpos anti-PD-1 se une a PD-1 con afinidades muy altas en el intervalo pM.
Todos los anticuerpos reconocen PD-1 humana con mayor afinidad que los analogos de
nivolumab y pembrolizumab. El anticuerpo de mayor afinidad [12819.15384] se une a PD-1

humana con una Kp de 20 pM.
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Tabla 7 Cinética de unién de anticuerpos anti-PD-1 a ECD de PD-1 humana o

de cinomolgo medida por Resonancia Plasmén Superficial (SPR)

Anticuerpo ECD de Kon (M-1s- | Error Koff (S-1) Error Kb
PD-1 1) Kon Koff (pM)
[12819.15384] Humano 1,1E+06 +| 1,7E+03 | 2,3E-05 | + | 1,3E-07 20
[12819.15384] | Cynomolgus 9,7E+05 +| 1,6E+03 | 4,5E-06 |+ | 1,5E-07 5
[12748.15381] Humano 3,2E+06 +| 1,0E+04 | 1,7E-04 | £ | 7,1E-07 54
[12748.15381] | Cynomolgus | 4,6E+06 | +| 1,6E+04 | 4,7E-04 | + | 9,1E-07 101
[12748.16124] Humano 3,4E+06 +| 8,2E+03 | 1,6E-04 | £ | 59E-07 47
[12748.16124] | Cynomolgus 4,8E+06 +| 1,8E+04 | 3,9E-04 | £ | 9,8E-07 81
[12865.15377] Humano 4,2E+05 +| 2,2E+03 | 2,3E-04 | £ | 5,5E-07 558
[12865.15377] | Cynomolgus 5,1E+05 +| 2,2E+03 | 3,8E-04 | £ | 7,3E-07 738
[12892.15378] Humano 4,6E+05 +| 2,3E+03 | 3,4E-04 | £ | 7,1E-07 737
[12892.15378] | Cynomolgus 2,9E+05 +| 1,0E+10 | 6,9E-04 | + | 8,5E-01 2340
[12796.15376] Humano 7,1E+05 +| 3,9E+03 | 3,8E-04 |+ | 1,1E-06 542
[12796.15376] | Cynomolgus 3,2E+05 +| 3,5E+03 | 7,0E-04 |+ | 2,5E-06 2220
[12777.15382] Humano 2,4E+05 +| 1,7E+03 | 8,0E-05 | + | 4,0E-06 337
[12777.15382] | Cynomolgus 2,5E+05 +| 7,3E+03 | 1,7E-04 | + | 3,5E-06 681
[12760.15375] Humano 1,2E+06 +| 34E+03 | 14E-04 | + | 6,5E-07 112
[12760.15375] | Cynomolgus 1,0E+06 +| 1,7E+04 | 7,2E-03 | + | 5,8E-05 6940
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Anticuerpo ECD de Kon (M-1s- | Error Koff (S-1) Error Kb
PD-1 1) Kon Koff (pM)

[13112.15380] Humano 1,2E+06

I+

4,8E+03 | 6,9E-05

I+

7,4E-07 60

[13112.15380] | Cynomolgus 2,5E+06

I+

15E+04 | 1,1E-03

I+

3,9E-06 452

analogo de
. Humano 1,4E+06 x| 9,2E+03 | 1,1E-03 | * | 4,1E-06 758
nivolumab
analogo de
. Cynomolgus 1,4E+06 *| 8,5E+03 | 7,7E-04 | £ | 2,9E-06 542
nivolumab
analogo de

I+
I+

Humano 2,4E+06 2,7E+04 | 2,1E-03 1,1E-05 852

pembrolizumab

andalogo de

I+
I+

Cynomolgus 1,7E+06 1,0E+04 | 3,3E-04 9,5E-07 190

pembrolizumab

Ejemplo 8: Establecimiento de familias ("binning") de epitopos de anticuerpos anti-PD-
1

Este ejemplo ilustra cémo los anticuerpos PD-1 se agruparon en familias de epitopos
basandose en patrones de competicidbn emparejados. Los anticuerpos que pertenecen a

diferentes ubicaciones de epitopos reconocen diferentes epitopos en ECD de PD-1.
Métodos

La investigacion de la competicion de anticuerpos emparejados se realiz6 mediante
analisis de Resonancia de Plasmoén Superficial (SPR) utilizando un Microscopio de Flujo
Continuo (CFM) (Wasatch Microfluidics, EE.UU.) combinado con un aparato IBIS MX96 SPR
(IBIS Technologies, Paises Bajos). El analisis de imagenes de resonancia de Plasmon
superficial se realizé en sensores E2S SenskEye® SPR (Ssens BV, Paises Bajos). Se
diluyeron un total de diez anticuerpos anti-PD-1 (humanos, IgG1) a 10 pg/ml en tampén de
acetato sodico 50 mM, pH 4,5. Los anticuerpos se aplicaron en un E2S SenskEye® y se
conjugaron durante 15 minutos utilizando un Microspotter de flujo continuo. Después de la
aplicacion, el SenskEye® se colocé en el biosensor IBIS MX96 y se desactivd con
etanolamina 1 M, pH 8,5 durante 10 minutos. Después de la preparacion del sensor, el

andlisis de competicién de anticuerpos se realizé utilizando un ensayo sandwich clasico. El
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antigeno de ECD de PD-1 monovalente (Sino Biological, China) se diluyé en tampoén de
migracion HBS-EP y se inyectd a una concentracion 50 nM y se captur6 mediante la matriz
conjugada de anticuerpos anti-PD-1. A continuacion, se realizaron inyecciones individuales
de cada uno de los diez anticuerpos PD-1 diluidos a 100 nM en tampon de migracion HBS-
EP para establecer los patrones de competicion de anticuerpos. Después de cada ciclo de

competicion, la superficie del sensor se regenerd con tampon de Glicina HCI 10 mM, pH 2,0.
Resultados

El patron de competicion de diez anticuerpos anti-PD-1 se presenta en la Figura 8.
No se encontré6 que 12866 y 12807 tuvieran actividad funcional en analisis basados en
células, pero se incluyeron debido a que reconocen epitopos distintos. Se descubrié que los
anticuerpos anti-PD-1 funcionales sometidos a ensayo se unen a dos familias de epitopos
gue no se solapan. Todos los anticuerpos funcionales pertenecientes al Bin 1 de epitopos se
bloguearon de manera cruzada entre si e incluyeron analogo de nivolumab ("Nivo"), analogo
de pembrolizumab ("Pembro™), 12819, 12892, 12865 y 12777. Se descubrid que estos
anticuerpos bloquean significativamente la unién de PD-L1 y PD-L2. Se encontr6 que 12760
y 13112 se unen a un Bin 2 de epitopos separado debido a que se bloqguean de manera
cruzada uno con otro, pero no bloquean la union de ninguno de los anticuerpos del Bin 1 de
epitopos. por consiguiente 12760 y 13112 se unen probablemente a un sitio diferente en PD-

1 que no se solapa con el sitio de union al ligando de PD-L1y PD-L2.

Los anticuerpos funcionales de bloqueo cruzado 12819, 12865, 12892, 12777,
nivolumab y pembrolizumab que pertenecen al Bin 1 de epitopos podrian subdividirse
adicionalmente en cuatro subfamilias basdndose en la competicion con 12866 y 12807
(Figura 8). 12819 (Bin 1C) fue el unico anticuerpo que bloqueé la union de 12866 y 12807,
mientras que nivolumab (Bin 1D) solo bloquet6 12866 y pembrolizumab (Bin 1F) solo bloqued
12807. El grupo de anticuerpos pertenecientes al Bin 1E (12865, 12892 y 12777) fue Gnico
ya que no bloqueé la union de 12866 o 12807.

Finalmente, 12866 (Bin 1A) y 12807 (Bin 1B) unieron familias de epitopos Unicos.
12866 fue bloqueado por 12819 y nivolumab pero no por otros anticuerpos anti-PD-1, y

12807 fue bloqueado por 12819 y pembrolizumab, pero no por otros anticuerpos anti-PD-1.

Ejemplo 9: Medicion de la reactividad cruzada del anticuerpo PD-1 contra el antigeno
ECD de PD-1 de ratén y rata
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Este ejemplo demuestra que el anticuerpo anti-PD-1 12819.15384 reacciona de

manear cruzada fuertemente con PD-1 de ratdén pero no se une a PD-1 de rata.

Materiales y métodos

Se adquirieron ECD de PD-1 de raton y rata etiquetados con His de Sino Biologicals.

El analisis de unién cinética se realiz6 como se describe en el Ejemplo 7.
Resultados

Las cinéticas de union se tabulan en la Tabla 8 a continuacién. El anticuerpo anti-PD-
1 12819.15384 se une a PD-1 de ratén con una Kp de 809 pM pero no reconoce PD-1 de
rata. La afinidad por el ECD de PD-1 humana fue similar a la medida en el Ejemplo 7. El
anticuerpo 12865.17150 no se uni6 a PD-1 de raton o rata. Ninguno de los analogos de
referencia de nivolumab y pembrolizumab reaccionaron de forma cruzada con PD-1 de raton

o rata (datos no mostrados).

Tabla 8 Cinética de union del anticuerpo PD-1 12819.15384 a ECD de PD-1 humana, de

ratén o rata medida mediante Resonancia de Plasmon Superficial (SPR)

Anticuerpo ECD de Kon (M-1s-1) | Error Koff (S-1) Error Kb
PD-1 Kon Koft (pM)
[12819.15384] humano 3.26E+05 || 3E+02 | 8.85E-06 || 5E-08 28
[12819.15384] raton 3,71E+04 || 5E+01 | 3,04E-05 | #| 7E-09 809
[12819.15384] rata S.N.* + S.\. + S.N.

*SN: Sin union.

Ejemplo 10: Andlisis de la actividad de bloqueo del ligando PD-L1 y PD-L2 de los mAb
PD-1

Este ejemplo ilustra como se analiz6 el panel de anticuerpos anti-PD-1 para
determinar la actividad de bloqueo del ligando PD-L1 o PD-L2 realizando un ensayo de

competicion utilizando analisis de Interferometria Bio-Layer.

Materiales y métodos
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La investigacion de la actividad de bloqueo del ligando PD-L1 o PD-L2 se realiz
mediante analisis de Interferometria Bio-Layer (BLI) utilizando un instrumento Octet QK384
(Fortebio, EE.UU.). La proteina de fusion Fc de PD-1 humana disponible comercialmente
(Sino Biological) a una concentracion de 5 g/ml se capturé sobre chips sensores anti-Fc
humano (Fortebio, EE.UU.) y los sitios anti-Fc residuales se bloquearon con anticuerpo de
control negativo Herceptin®. A continuacion, la superficie recubierta con antigeno se saturd
con anticuerpo anti-PD-1 a una concentracion de 10 pg/ml. Después de la saturacion de PD-
1 con anticuerpo anti-PD-1, se evalud la actividad de bloqueo de ligando de PD-L1 o PD-L2
mediante la incubacién con proteinas de fusién humanas PD-L1 o PD-L2 Fc (Sino Biological)

analizadas a 5 pg/ml.

Resultados

El resultado del analisis de competicion se presenta en la Tabla 9 a continuacion.
Todos los anticuerpos bloguearon por completo la unién del ligando PD-L1 o PD-L2, excepto
el anticuerpo 12760.13169, que no mostré bloqueo significativo de PD-L1 o PD-L2 (26% y
36%, respectivamente), y 13112.13208, que no mostré bloqueo de PD-L1 y bloqueo débil de
PD-L2 (27% y 53%, respectivamente). Los resultados estuvieron de acuerdo con el andlisis
de establecimiento de familias de epitopos (Ejemplo 8) y el analisis de mapeo de epitopos
(Ejemplo 11), que mostré6 que todos los anticuerpos excepto 12760 y 13112 se unen a
epitopos solapantes que se mapean en sitio de unién PD-L1 y PD-L2 en PD-1, mientras que
los anticuerpos 12760 y 13112 se unen a un sitio PD-1 por separado y no compiten

significativamente de forma cruzada con PD-L1 y PD-L2.

Tabla 9 Inhibicién de PD-L1 y PD-L2 después de la saturacion de anticuerpos anti-PD-1

mADb Ligando % Bloqueo
12748.13354 PD-L1-Fc
12748.13354 PD-L2-Fc
12760.13169 PD-L1-Fc
12760.13169 PD-L2-Fc
12777.13362 PD-L1-Fc
12777.13362 PD-L2-Fc
12796.13173 PD-L1-Fc
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|

Blogueo de ligando no significativo

&\\\\\i\\@ Bloqueo de ligando intermedio

Bloqueo de ligando intermedio

BNV Bloqueo de ligando completo

Ejemplo 11: Mapeo de epitopos de anticuerpos anti-PD-1 mediante mutagénesis de
PD-1

Los epitopos de anticuerpos generalmente se pueden caracterizar como epitopos
lineales (también denominados epitopos continuos) o epitopos conformacionales (también
denominados epitopos discontinuos). Si bien los epitopos lineales se definen basandose en
una Unica secuencia de aminodcidos continua, los epitopos conformacionales pueden
consistir en muchas secuencias lineales discontinuas mas pequefias o residuos de contacto
Unico. Una coleccion de residuos de contacto que se agrupan en la interfaz proteica
intermolecular entre el anticuerpo y el antigeno también se denomina punto caliente o
epitopo central (Moreira et al.,, Proteins 68(4):803-12 (2007)). Ahora se reconoce

ampliamente que la mayoria de los epitopos de células B son de naturaleza discontinua
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(Sivalingam y Shepherd, Mol Immunol. 51(3-4): 304-92012 (2012), Kringelum y col., Mol
Immunol. 53(1-2):24-34 (2013)) abarcando el epitopo medio 15-22 residuos de aminoacido
de los cuales 2-5 amino&cidos contribuyen con la mayor parte de la energia de enlace

(Sivalingam y Shepherd, mas arriba).

Al clasificar la afinidad de union a 11 diferentes mutantes de PD-1, este ejemplo
ilustra como los epitopos de unién de los anticuerpos 12819 y 12865 se pueden dividir en
epitopos y puntos de calientes lineales que son distintos de los epitopos reconocidos por

nivolumab y pembrolizumab.

Métodos

El receptor de PD-1 humana consiste en un dominio extracelular de 268 aminoacidos
(residuos 21-288). El dominio extracelular abarca los aminoacidos 21-170 seguido de un
dominio transmembrana (residuos 171-191) y un dominio citoplasmico (residuos 192-288).
PD-1 pertenece a la superfamilia de inmunoglobulinas y estd compuesta por un sandwich
de dos capas formado por interacciones de 8 cadenas B antiparalelas dispuestas en dos
laminas B con hebras B de GFCC' en un lado y hebras 3 ABED en el lado opuesto. Las dos
laminas B se estabilizan mediante un enlace disulfuro entre los residuos C54-C123. Esta
disponible una estructura cristalina para PD-1 humana: complejo PD-L1 humano (PDB
4ZQK), pero el bucle C'D entre las cadenas 8 C'y D no estaba estructurado y falta, asi como
parte de la secuencia C-terminal después de residuo 146 (PDB 4ZQK, Zak y col., Structure
23(12):2341-2348 (2015)). Recientemente, se ha publicado una estructura cristalina del
complejo PD-1 humana:pembrolizumab (PDB 5JXE, Na y col., Cell Res. 2016 [Publicacion
electronica antes de impresion], PMID:27325296). En esta estructura, el bucle C'D esti
mucho mas ordenado y se mostré que los residuos de contacto importantes para la unién del
pembrolizumab se agruparon en un epitopo central en este bucle. No estd disponible la
estructura cristalina del complejo PD-1 humana:PD-L2 humano. Una estructura de RMN de
PD-1 humana en solucion muestra una alta similitud estructural con la estructura cristalina de
PDB 4ZQK (PDB 2M2D, Cheng y col., J Biol Chem 288(17):11771-85 (2013)). La PD-1
humana se une a ligandos PD-L1 o PD-L2 humanos con una estequiometria 1:1 y la union
se produce principalmente en sitios de unidén solapantes mediados por la lamina 3 de GFCC'
(Cheng y col., J Biol Chem 288(17):11771-11785 (2013)) (Figura 9, paneles A y B). PD-L1
humano se une a PD-1 humana a través de los residuos de contacto V64, N66, Y68 situados
en la hebra B de Cy G124, 1126, L128, A132, 1134 y E136 ubicados en las hebras 3 de Fy
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G (Zak y col., Structure 23(12):2341-8 (2015)). PD-L1 y PD-L2 humanos se unen a PD-1

humana con Kp de 8 uM y 2 uM, respectivamente (Cheng et al., mas arriba).

La secuencia de proteina de PD-1 humana se descargd de Uniprot (NUm. de acceso
Q15116, la secuencia de amino&cidos se representa en SEQ ID NO: 1). La secuencia de
proteina de Macaca fascicularis completa se descargé de Uniprot (NUm. de acceso)
BOLAJ3 MACFA (SEQ ID NO: 89)). Las secuencias de proteina completas de PD-1 de
Gallus gallus, Mus musculus y Rattus norvegicus se descargaron de NCBI (XP_422723.
(SEQ ID NO: 90), NP_032824.1 (SEQ ID NO: 91) y XP_006245633.1 (SEQ ID). NO: 92),
respectivamente). Las identidades de secuencia de las diferentes secuencias de
aminoacidos extracelulares de PD-1 en comparaciéon con PD-1 humana se muestran en la

Tabla 10 a continuacion.

Tabla 10 Comparacion de secuencia de ECD de PD-1 entre especies

Diferencias de % de ldentidad de Secuencia
Aminoécidos

ECD de PD-1 de Macaca 6 96,0

fascicularis

ECD de PD-1 de Rattus norvegicus 50 66,7

ECD de PD-1 de Mus musculus 57 62,0

ECD de PD-1 de Gallus gallus 73 51,3

Se construyé un modelo molecular de PD-1 humana combinando informacion
estructural de la estructura cristalina del complejo PD-1 humana:PD-L1 humano determinado
a una resolucion de 2,45 A (PDB 4ZQK) y una estructura de RMN de PD-1 humana de APO
(PDB 2M2D). La estructura PDB 4ZQK se utiliz6 como la base para el modelo con el bucle
de CD perdido y la porcion C-terminal de PD-1 proporcionada a partir de la estructura de
RMN. A continuacion, se destacaron los residuos de aminoécidos expuestos en la superficie
y se disefiaron 83 sustituciones de alanina individuales en residuos expuestos en superficie
en ECD de PD-1 humana (barrido de alanina) y 5 posiciones de residuos expuestos que

difirieron entre PD-1 humana, de raton y de rata. para rastrear residuos de PD-1.

Para mapear epitopos de anticuerpos lineales en el contexto de la estructura de PD-1

humana nativa, se generaron 23 proteinas quiméricas donde 10 aminoacidos en la
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secuencia de ECD de PD-1 humana se intercambiaron secuencialmente por secuencia de
pollo en segmentos que se solapaban con 5 amino &cidos. Se realizaron intercambios de
secuencias en el dominio extracelular de PD-1 humana que abarcaban los aminoacidos 31-
146, ya que la secuencia de la proteinas de Gallus gallus fuera de este segmento no se

alineo bien con PD-1 humana y se omitio.

El ADNc de PD-1 que codifica el dominio extracelular de PD-1 humana se sintetizd y
se cloné en un vector que contenia el promotor de CMV y la secuencia de Fc de 1gG:
humana (residuos P101-K330) dando como resultado la fusion de Fc de IgG: C-
terminalmente al ECD de PD-1 clonado. Las construcciones de fusion de Fc de PD-1
humanos mutados se generaron mediante técnicas de ingenieria genética y PCR
convencionales y la proteina se expresé transitoriamente en 2 ml de cultivo utilizando un
sistema de expresion ExpiCHO™., Las construcciones de fusion de Fc de PD-1 humana se
recogieron después de 9 dias y los sobrenadantes se sometieron a ensayo para determinar
la afinidad de unién a los Fab anti-PD-1 por medio de Resonancia de Plasmon Superficial
(SPR). Los sobrenadantes de cultivo que contenian proteinas de fusion de PD-1 se
inmovilizaron en un SensEye® (Ssens BV, Paises Bajos) para G-a-hu-IgG Fc durante 15
minutos utilizando un Microspotter de Flujo Continuo (CFM, Wasatch Microfluidics, Salt Lake
City, EE.UU.). Después de la aplicacién, el SensEye® se colocd en un biosensor IBIS MX96
y las proteinas capturadas se fijaron a la superficie con el kit FixIT (Ssens BV, Paises Bajos).
El andlisis cinético se realiz6 aplicando la denominada serie de titulacion cinética (Karlsson
R. 2006), donde se inyectaron fragmentos Fab monoméricos de los anticuerpos de la
invencién a concentraciones crecientes de 1 nM a 50 nM sin aplicacién de etapas de
regeneracion de superficie después de cada inyeccion de antigeno. La asociacion de Fab se
realizé durante 15 minutos y la disociacion del antigeno se realizé durante 30 minutos. Las
respuestas de unién registradas se ajustaron a un modelo simple de unién Langmuir 1:1 con
el soporte I6gico Scrubber 2 para el célculo de las constantes de velocidad de asociacion (Kon

o ka), velocidad de disociacion (ko 0 kg ) y de afinidad (Kp).
Resultados

Se evaluaron las afinidades de uniébn de los Fab anti-PD-1 12819.17149 vy
12865.17150 y los analogos de referencia nivolumab y pembrolizumab. 12819.17149 y
12865.17150 tienen secuencias de aminoacidos de VH y VL idénticas a 12819.15384 y

12865.15377, respectivamente, pero se identifican por diferentes nimeros de 10 digitos
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porque las secuencias de cadena pesada y ligera de cada una de las dos primeras variantes
se expresaron conjuntamente en el mismo plasmido en lugar de en plasmidos separados en
las células anfitrionas. El Fab 13112.15380 y Herceptin® que no bloquean los ligandos PD-

L1 y PD-L2 se incluyeron como controles.

Los 111 mutantes de PD-1 sometidos a ensayo se expresaron bien. Solo tres
construcciones quiméricas no se unieron a ninguno de los anticuerpos sometidos a ensayo,
lo que sugiere que las mutaciones introducidas en estas tres construcciones
presumiblemente dieron como resultado perturbaciones conformacionales mayores que
afectaron a la union de todos los anticuerpos PD-1 sometidos a ensayo. ElI cambio en la
afinidad de unién de los anticuerpos Fab que se unen a las construcciones de PD-1 mutadas
en comparacion con el tipo salvaje se expresaron como la razén de Kp mutante/Kp de tipo
salvaje (afinidad de unién normalizada). En la Tabla 11 siguiente se muestra una vision
general de la exploracién del epitopo lineal realizada mediante la insercién de secuencias de
Gallus gallus de 10 aminoécidos en el ECD de PD-1 humana. Se empleé al menos una
reduccion de afinidad 5 veces mayor como criterio de corte para detectar la reduccién de la
afinidad de unién a las construcciones de PD-1 mutada. En algunos casos, no se pudo
detectar union a anticuerpos especificos. Estas construcciones se enumeraron como S.U.

(sin union).

También se mapearon los residuos de contacto Unico realizando 83 sustituciones de

alanina o 5 retromutaciones en rata (Tabla 12 a continuacion).

Una descripcién de los epitopos lineales o residuos de contacto identificados para
anticuerpos sometidos a ensayo se presenta en la Tabla 13. En la Figura 9 se muestra una
ilustracion de los epitopos de union mapeados mostrados como gréaficos de densidad en la

estructura de ECD de PD-1 humana.

El andlisis mostro que los epitopos de unién de los anticuerpos anti-PD-1 de 12819 y
12865 eran claramente distintos en comparacion con los anticuerpos de referencia
nivolumab y pembrolizumab (Tablas 11-13, Figura 9). El epitopo central de pembrolizumab
(Figura 9, panel C) se localizé en la hebra B de C' y en el bucle C-D. También se
encontraron residuos de contacto/epitopos lineales en las hebras B de C y F, donde también
hay residuos de contacto para PD-L1. El epitopo central de nivolumab (Figura 9, panel D)
estaba presente en el extremo de la hebra B de F y en la hebra 8 de G completa que cubre

algunos de los residuos de contacto de PD-1 referidos utilizados por PD-L1 humana. Los
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epitopos centrales de 12819 y 12865 (Figura 9, paneles E y F) se localizaron en las hebras 3
de F y G cubriendo més area que nivolumab y solapandose con todos los residuos de
contacto referidos para PD-L1 humana en esta region. 12865 también fue muy sensible a las
mutaciones en los residuos 69-75. 12819 también compartié un residuo de contacto con
pembrolizumab (V64) en la hebra 8 de C que también se ha informado que es un residuo de
contacto para PD-L1 humana. Tanto 12819 como 12865 comparten epitopos lineales que se
mapean en las hebras f de C y C' y parte del bucle CD. Ademas del residuo V64, no se
compartieron otros residuos de contacto entre los anticuerpos sometidos a ensayo. El
anticuerpo 13112 no blogueante del ligando se mostré mediante barrido de alanina para
mapear una region distante del sitio de bloqueo del ligando PD-L1 y PD-L2 (Figura 9, panel
G).

En resumen, este ejemplo ilustra que aunque 12819, 12865, nivolumab vy
pembrolizumab se unen a epitopos solapantes en PD-1 humana que pueden bloquear la
union de ligandos PD-L1 y PD-L2, cada anticuerpo tiene un epitopo de union distinto como
se evidenciado a partir del andlisis de unién competitiva (agrupacion de epitopos, Ejemplo 8)
y se muestra a nivel molecular mapeando epitopos lineales individuales y residuos de
contacto con un panel de 111 mutantes de PD-1 como se resume en la Tabla 13. 12819 es
también el Unico anticuerpo en el panel anti-PD-1 investigado que reacciona de forma
cruzada con ECD de PD-1 de raton (Kp de 809 pM, Ejemplo 9), destacando que el epitopo
de union de este anticuerpo es Unico en comparacion con los otros anticuerpos PD-1

sometidos a ensayo.
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Tabla 11 Anélisis de afinidad de unidn para anticuerpos Fab que se unen a construcciones de

ECD de PD-1 quiméricas con segmentos* de secuencia de Gallus gallus insertados

Num. Region Regidn
Construccion | barrida de Mutada de | Mutaciones de Gallus gallus
quimérica PD-1 hu PD-1 hu introducidas 12819.17149 12865.17150 nivolumab pembrolizumab 13112.15380
1 31-40 AA 37-38 F37L;S38F 1,2 0,6 0,4 0,9 0.4
2 36-45 AA 37-45 F37L;S38F;L41T;V43T;V44R;T45P 2,3 0,7 0,9 0,5 1.0
L41T;V43T;V44R;T45P;E46A;DA48S;
3 41-50 AA 41-49 1,3 0,6 0,5 0,6 0.7
N49s
4 46-55 AA 46-55 E46A;D48S;N49S;T531;S55N 0,3 0,6 0,5 0,6 0.6
5 51-60 AA 53-59 T531;S55N;S561;T59S 1,2 0,9 0,8 0,9 2.5
6 56-65 AA 56-64 F561;T59S;E61L;S62E;V64N 71 0,2 0,9 % / /
R69Q;M70K;S71T;P72N;S73N;
8 66-75 AA 69-75 6,4
N74S;Q75N
T76P;D77Q;L791;A81G;F82I;
10 76-85 AA 76-85
P83IE84R;D85N
A81G;F82I1;P83IE84R;D85N;R86I;
11 81-90 AA 81-90
S87P;P89K;G90K
%
R861;S87P;P89K;G90K;Q91M;D92E;
12 86-95 AA 86-95
R94K; F95Y
G103T;R104P;D105V;H107K;
15 101-110 AA 103-110 1,3 0,8 0,9 0,6 0.9
S109E;Vv110I
H107K;S109E;V110I;V111L;R112N;
16 106-115 AA 107-115 3,6 0,4 0,6 0,7 0.7
A113L; R114H R115Q
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V111L;R112N;A113L;R114H
17 111-120 AA 111-120 0,2 0,5 04 0,7 0.7
R115Q;T120F
18 116-125 AA 120-125 | T120F;L122Y;A125L 8,8 1.5
L122Y;A125L;5S127T;L128F;A129S;
19 121-130 AA 122-130 2,3 0.8
P130R
S127T;L128F;A129S;P130R;K131S;
20 126-135 AA 127-135 3,7 0.6
A132D;Q133K;1134VK135V
K131S;A132D;Q133K;1134VK135V;
21 131-140 AA 131-140 3,1 0.5
L138S; R139H;A140S
22 136-145 AA 138-143 | L138S;R139H;A140S;E141Q;R143V 1,9 1,0 0,5 0,8 1.0
23 141-146 AA 141-143 | E141Q;R143V 1,7 1,0 0,5 1,1 1.5
KD ECD PD-1 Hu tipo salvaje (nM) 2,68E-11 3,38E-09 5,67E-09 6,08E-09 1.24E-09
Mutantes quiméricos
cambio de Kp < 5 veces
Mutantes quiméricos
5-10 cambio de Kp 5-10 veces

Mutantes quiméricos

cambio de Kp 10 - 50 veces

Mutantes quiméricos

50-1000 cambio de Kp 50 - 1000 veces

Sin unién de mutantes

S.U.

quiméricos

*Se enumera la unidn normalizada expresada como Kp del mutante/Kp del tipo salvaje



Tabla 12 Afinidad de unién del anticuerpo Fab aresiduos de ECD de PD-1

humana barridos con alanina*

12819. | 12865. 13112,
Mutacidn 17149 | 17150 nivolumab pembrolizumab 15380
P21A 2,1 1,0 0,5 0,6 1,1
G22A 1,0 0,9 0,6 0,8 1,0
D26A 1,1 0,8 1,7 0,7 1,2
S27A 0,8 0,8 2,7 0,8 1,1
D29A 1,0 0,9 1,7 0,7 1,0
R30A 1,2 1,2 1,9 1,3 1,0
P31A 1,1 1,0 2,6 1,0 1,1
N33A 1,0 1,1 0,8 0,8 1,0
T36A 1,0 1,0 0,9 0,9 0,9
L42A 1,3 0,5 0,3 0,2 2,2
V44A 1,4 0,8 0,5 0,3 9,9
G47A 1,6 0,5 0,2 0,2 0,6
D48A 1,0 0,6 0,6 0,4 2,4
N49A 1,1 0,7 0,5 0,5 1,0
A50G 1,4 0,6 0,5 0,4 1,7
F56A 1,5 0,5 1,7 0,6 0,8
S57A 1,2 1,0 0,9 0,9 1,1
N58A 1,3 0,7 1,9 0,7 1,0
T59A 0,9 1,0 1,3 0,3 0,9
S60A 1,8 0,6 1,5 0,7 1,0
E61A 1,2 1,1 0,5 0,3 1,0
Y68A 2,2 1,4 0,2 0,2 0,8
S71A 0,9 0,9 0,6 0,6 0,9

-03-



12819. | 12865. 13112,
Mutacion 17149 | 17150 nivolumab pembrolizumab 15380
P72A 1,1 1,8 0,9 0,8 1,0
S73A 0,9 0,5 0,9 0,7 0,9
Q75A 1,0 0,5 1,0 0,8 0,9
T76A 1,4 0,3 1,2 0,9 1,2
D77A 2,8 0,3 1,0
K78A 2,6 0,7 1,0
A80G 1,2 0,4 1,1
P83A 1,5 0,8 0,9
E84A 1,3 1,0 0,8
R86A 1,1 0,7 0,4 0,3 0,9
Q88A 1,4 1,4 0,8 0,2 0,9
P89A 1,1 0,9 1,1 0,9
G90A 1,0 0,8 1,0 1,0
Q91A 0,8 1,0 1,0 0,7 1,0
CI93A 1,2 0,9 1,1 1,2 1,1
R96A 1,0 0,8 0,9 0,5 1,0
T98A 1,1 0,9 0,8 0,6 1,0
P101A 1,1 1,0 0,6 0,5 0,9
N102A 1,5 0,6 0,2 0,3 0,7
G103A 1,1 0,8 0,5 0,5 0,9
R104A 1,0 0,8 0,6 0,4 0,7
R112A 0,7 0,9 0,8 0,6 0,9
R114A 0,8 0,8 0,7 0,6 0,9

-94 -




12819. | 12865. 13112.
Mutacion 17149 | 17150 nivolumab pembrolizumab 15380
N116A 1,4 0,8 0,6 0,6 0,9
G119A 1,0 0,4 0,5 0,5 1,0
G124A 0,5 4,0 0,3 0,6 1,0
s G o [ o
P130A 105,1 2,6 0,6 0,9
K131A s.u. 1,0 1,6 0,9
A132G 53,4 0,9 0,5 1,0
Q133A 0,7 1,4 1,2 0,6 0,9
K135A 4,2 1,1 0,7 1,4 1,2
E136A 0,8 m 0,9 0,9 1,0
L138A 1,0 1,1 1,0 1,0 1,2
R143A 0,9 0,7 0,7 0,5 1,0
T145A 1,1 0,7 0,9 0,5 m
E146A 1,2 1,0 1,0 0,9 1,0
R147A 0,7 1,0 0,8 0,7 0,7
R148A 0,3 1,0 0,8 0,8 1,1
A149G 0,8 1,0 0,8 0,8 1,0
E150A 1,0 1,0 0,7 0,7 1,0
P152A 1,4 0,9 0,6 0,6 1,0
T153A 0,9 1,0 0,9 0,9 1,0
A154G 0,8 1,0 1,0 1,0 1,0
H155A 1,1 1,0 1,3 1,2 1,0
P156A 1,0 1,1 2,2 1,2 1,5
S157A 0,9 1,0 2,2 1,8 1,0
P158A 1,2 0,9 0,9 0,9 1,0
S159A 1,1 0,8 0,7 0,7 0,9
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12819. | 12865. 13112,
Mutacion 17149 | 17150 nivolumab pembrolizumab 15380
P160A 1,0 0,8 0,9 0,7 1,0
R161A 0,9 1,1 1,0 1,1 1,1
P162A 1,3 1,1 1,0 1,0 1,1
A163G 1,0 1,1 0,8 0,8 1,1
G164A 1,1 0,9 0,5 0,6 1,0
Q165A 1,1 1,1 0,9 1,0 1,1
Mutacién en
0,8 1,0 0,8 0,7 0,9
rata Q167A
Mutacion en 1,9 0,5 0,8 0,7 0,7
rata P28L
Mutacion en 2,9 0,5 0,5 1,1 0,7
rata R30K
Mutacion en 2,0 1,0 0,8 0,8 0,6
rata A40T
Mutaciénen | ////%/7 1,3 0,7 1,0
Mutacion en 0,9 0,9 0,8 1,0
rata S157R
Kp de ECD de | 2,68E- | 3,38E- 1,24E-
PD-1 hu (nM) 11 09 5,67E-09 6,08E-09 09
Cambio de Kp < 5 veces
Mutantes para Alanina
Cambio de Kp 5-10 veces
5-10 Mutantes para Alanina
////// Cambio de Kp 10 - 50 veces
//////%//////;///% % Mutantes para Alanina
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12819. | 12865. 13112.
Mutacion 17149 | 17150 nivolumab pembrolizumab 15380
Cambio de Kp 50 - 1000 veces
50-1000 Mutantes para Alanina
S.U. Sin unién de mutantes para alanina
* Se enumera la unién normalizada expresada como Kp de mutante/Kp de tipo salvaje.
Tabla 13 Epitopos de union a anticuerpos anti-PD-1 identificados mediante el uso
5 de
construcciones de fusion de Fc de PD-1 mutadas
_ Bloqueo significativo | Bin de . _ Residuos de
Anticuerpo . Epitopo Lineal
de PD-L1/L2 Epitopo Contacto
56-64,
V64, L128,
12819.17149 Si 1C 69-90,
P130, K131, A132
122-140
69-90,
12865.17150 Si 1E K131, E136
122-140
nivolumab Si 1D 127-135
56-64, V64, N66, D77,
. K78, P83, D85,
pembrolizumab | Yes 1F 76-95,
S87, P89, G90,
120-125 D92, L128
13112.15380 No 2 V44, T145

Ejemplo 12: Eficacia in vivo de un anticuerpo 12819 en cuatro modelos singénicos de

tumores murinos

10 Este ejemplo demuestra la eficacia in vivo de un anticuerpo 12819 en cuatro modelos
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singénicos de tumores murinos.
Métodos

Se inocularon por via subcutanea 2x10° células SalN (fibrosarcoma), 1x10° células
CT26 (carcinoma de colon), 5x10° células ASB-XIV (carcinoma de pulmén), o 8x10°8 células
MC38 (carcinoma de colon) en el flanco de ratones hembra de 6-8 semanas de edad A/J
(SalN), BALB/cANNR]j (CT26 y ASB-XIV), o C57BL/6 (MC38). Los tumores se midieron tres
veces por semana mediante un calibre en dos dimensiones y el volumen del tumor en mm?
se calculé de acuerdo con la férmula: (anchura)? x longitud x 0,5. Con un tamafio promedio
de tumor de 30-50 mm?, los ratones se dividieron al azar en dos grupos de diez animales y
se inicio el tratamiento. Los ratones se trataron tres veces a la semana con un total de seis
tratamientos mediante inyeccion intraperitoneal de tampon de vehiculo o el anticuerpo
monoclonal 12819.17149 seguido de un periodo de observacion. Los tratamientos con
anticuerpos se dosificaron a 10 mg/kg. Se aplic6 ANOVA de dos vias con la prueba de
comparaciones multiples de Bonferroni para comparar volimenes de tumores en cada punto
temporal entre grupos de tratamiento. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando

GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software, Inc.).
Resultados

Los resultados muestran un efecto inhibidor tumoral profundo del anticuerpo
12819.17149 en todos los modelos tumorales singénicos sometidos a ensayo (P <0,001
frente a vehiculo) (Figura 10). El anticuerpo 12819.17149 indujo la regresion del crecimiento
tumoral en el modelo de tumor SalN y dio como resultado un retraso del crecimiento tumoral
en los modelos tumorales CT26, MC38 y ASB-XIV.

Ejemplo 13: Eficacia in vivo de un anticuerpo 12819 en un modelo de tumor de
xenoinjerto semihumanizado con una mezcla de células T CD8*/CD4" y células de

melanoma A375

Este ejemplo demuestra la eficacia in vivo de un anticuerpo 12819 en un modelo de
tumor de xenoinjerto semihumanizado, en el que la linea celular de melanoma humano A375

se mezcld con células T humanas CD8" y CD4" purificadas.
Métodos
Se aislaron 4,5x10 ° células T CD8" y CD4* de un donante de PBMC humano y se
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mezclaron con 2,05x10° células de cancer A375 (melanoma humano) antes de la inoculacion
subcutanea en el flanco de ratones NODscdi hembra de 6-8 semanas de edad. El
tratamiento se inici6 el dia de la inoculacién del tumor y los ratones se trataron tres veces a
la semana para un total de seis tratamientos mediante inyeccion intraperitoneal de tampén
de vehiculo, Keytruda® (pembrolizumab) (10 mg/kg) o el anticuerpo monoclonal
12819.17149 (10 mg/kg) seguido de un periodo de observacion. Los tumores se midieron
tres veces a la semana mediante un calibre en dos dimensiones y se calculé el volumen del
tumor en mm?® de acuerdo con la férmula: (ancho)? x longitud x 0,5. Se aplic6 ANOVA de dos
vias con la prueba de comparaciones multiples de Bonferroni para comparar los volimenes
tumorales en cada punto temporal entre los grupos de tratamiento. Los analisis estadisticos

se realizaron utilizando GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software, Inc.).
Resultados

En el modelo de tumor semihumanizado, el tratamiento con el anticuerpo
12819.17149 dio como resultado un retraso significativo del crecimiento tumoral (P <0,001
frente a vehiculo), mientras que Keytruda® mostré un efecto limitado sobre el crecimiento

tumoral en comparacion con el grupo tratado con vehiculo (Figura 11).

Tabla 14 Lista de SEQ ID NO

SEQ ID NO Secuencia
1 Secuencia de aminoacidos de PD-1 humana
2 Secuencia de aminoacidos de Vu [12819.15384] humanizado
3 Secuencia de aminoacidos de V| de [12819.15384] humanizado
4 Secuencia de aminoacidos de Vy [12748.15381] humanizado
5 Secuencia de aminoacidos de V| [12748.15381] humanizado
6 Secuencia de aminoacidos de V4 [12865.15377] humanizado
7 Secuencia de aminoacidos de V. de [12865.15377] humanizado
8 Secuencia de aminoacidos de Vy de [12892.15378] humanizado
9 Secuencia de aminoacidos de V. de [12892.15378] humanizado
10 Secuencia de aminoacidos de Vu de [12796.15376] humanizado
11 Secuencia de aminoacidos de V| de [12796.15376] humanizado
12 Secuencia de aminoacidos de Vu de [12777.15382] humanizado
13 Secuencia de aminoacidos de V. de [12777.15382] humanizado
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14 Secuencia de aminoacidos de Vy de [12760.15375] humanizado

15 Secuencia de aminoacidos de V| de [12760.15375] humanizado

16 Secuencia de aminoacidos de de Vy de [13112.15380] humanizado

17 Secuencia de aminoacidos de V| [13112.15380] humanizado

18.65 Secuencias CDR; véanse los SEQ ID NO en la Tabla 2 y las secuencias de la

Tabla 5, asi como la Lista de Secuencias de mas abajo

66 Secuencia de aminoacidos de V. de [12748.16124] humanizado (linea
germinal alternativa)

o7 Secuencia de aminoacidos de la region constante de cadena pesada de IgG1
(variante LALA)

68 Secuencia de aminoacidos de la regidn constante de cadena ligera

69 Secuencia de ADN de V4 de [12819.15384] humanizado

70 Secuencia de ADN de V| de [12819.15384] humanizado

71 Secuencia de ADN de Vy de [12748.15381] humanizado

72 Secuencia de ADN de V. de [12748.15381] humanizado

73 Secuencia de ADN de Vy de [12865.15377] humanizado

74 Secuencia de ADN de V. de [12865.15377] humanizado

75 Secuencia de ADN de Vy de [12892.15378] humanizado

76 Secuencia de ADN de V. de [12892.15378] humanizado

77 Secuencia de ADN de Vy de [12796.15376] humanizado

78 Secuencia de ADN de V. de [12796.15376] humanizado

79 Secuencia de ADN de Vy de [12777.15382] humanizado

80 Secuencia de ADN de V. de [12777.15382] humanizado

81 Secuencia de ADN de Vy de [12760.15375] humanizado

82 Secuencia de ADN de V. de [12760.15375] humanizado

83 Secuencia de ADN de Vy de [13112.15380] humanizado

84 Secuencia de ADN de V. de [13112.15380] humanizado

g5 Secuencia de ADN de V| de [12748.16124] humanizado (linea germinal
alternativa)

86 Secuencia de ADN gendmico de la region constante de la cadena pesada
con intrones incluidos

87 Secuencia de ADNc de la region constante de cadena pesada
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88

Secuencia de ADNc de la region constante Lambda de cadena ligera

89 Polipéptido PD-1 de Macaca fascicularis, NCBI Acceso BOLAJ3 _MACFA
90 Polipéptido PD-1 de Gallus gallus, Nium. de Acceso NCBI XP_422723.3
91 Polipéptido PD-1 de Mus musculus, NUm. de Acceso NCBI NP_032824.1
92 Polipéptido PD-1 de Rattus norvegicus, Num. de Acceso NCBI

XP_006245633.1
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