ANTICUERPOS Y METODOS DE SU UTILIZACION

1. SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] Esta solicitud reivindica el beneficio de las solicitudes provisionales estadounidenses
Nos: 62 / 431.279, presentada el 7 de diciembre de 2016; 62 / 570,451, presentada el 10 de
octubre de 2017; 62 / 582,814, presentado el 7 de noviembre de 2017; y 62 / 586.605, presentada
el 15 de noviembre de 2017, cada una de las cuales se incorpora por referencia en este
documento en su totalidad.

2. CAMPO DE LA INVENCION

[0002] La presente invencion se refiere a anticuerpos que se ligan especificamente a CTLA-4
(por ejemplo, CTLA-4 humano) y/o PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) e métodos de uso de eses

anticuerpos.

3. ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0003] CTLA-4 es un receptor inhibidor aumentado sobre células T (Alegre et al, 2001, Nat.
Rev. Immunol. 1: 220-8). CTLA-4 inhibe la reaccion inmunolégica en varias formas: él compite
con el receptor coestimulante de células T CD28 por sus ligantes, CD80 y CD86, y asi bloquea la
coestimulacion; él sefiala negativamente para inhibir la activacion de células T; y puede también
capturar CD80 y CD86 de células opuestas por transendocitosis, resultando en inhibicién de la
coestimulacion de células T via CD28 (Krummel y Allison, 1995, J. Exp. Med. 182: 459-465;
Walunas et al, 1994, Immunity 1: 405-413; Qureshi et al, 2011, Science 332: 600-603).

[0004] PD-1 es otro receptor inhibidor que es expresado sobre células B activadas, células T
y células mieloides (Agata et al (1996), Int. Immunol. 8: 765-72; Okazaki et al (2002), Curr.
Opin. Immunol. 14: 391779-82; Bennett et al (2003), J. Immunol. 170: 711-8). Se han
identificado dos ligantes para PD-1, PD-L1 y PD-L2, y se demostr6 que ellos reducen la
activacion de células T mediante ligacién a PD-1 (Freeman et al (2000), J. Exp. Med. 192: 1027-
34; Latchman et al (2001), Nat. Immunol. 2: 261-8; Carter et al (2002), Eur. J. Immunol. 32: 634-
43). La interaccion entre PD-1 y PD-L1 resulta en reduccion de los linfocitos que se infiltran en
tumores, reduccion de la proliferacion mediada por receptores de células T y evasion inmune por
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las células cancerosas (Dong et al (2003), J. Mol. Med. 81: 281-7; Blank et al (2005), Cancer
Immunol. Immunother. 54: 307-314; Konishi et al (2004), Clin. Cancer Res. 10: 5094-100).
Dicha supresion inmune puede revertirse por la inhibicion de la interaccion local de PD-1 con
PD-L1 (Iwai et al (2002), Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 99: 12293-7; Brown et al (2003), J.
Immunol. 170: 1257-66).

[0005] Considerandose el papel importante de CTLA-4 y PD-1 en la modulacién de
reacciones inmunes, terapias proyectadas para antagonizar la sefializacion de ambos, CTLA-4 y
PD-1, representan importante promesa para el tratamiento de enfermedades relacionadas a la
supresion inmunologica mediada por CTLA-4 y/o PD-1.

4, DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

[0006] La presente revelacion ofrece anticuerpos que se ligan especificamente a CTLA-4
(por ejemplo, CTLA-4 humano) y/o PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) y antagonizan la funcion
de CTLA-4 y/o PD-1, por ejemplo, supresion inmunoldgica mediada por CTLA-4 y/o PD-1.
También se suministran composiciones farmacéuticas y kits que comprenden dichos anticuerpos,
acidos nucleicos que codifican dichos anticuerpos, vectores de expresion y células hospedadoras
para la produccion de dichos anticuerpos y metodos de tratamiento de pacientes utilizando
dichos anticuerpos. Los anticuerpos descritos en el presente son particularmente Utiles para
incrementar la activacion de células T en reaccion a antigenos (por ejemplo, antigenos de
tumores o antigenos de enfermedades infecciosas) y asi, para el tratamiento de cancer en
pacientes o tratamiento o prevencion de enfermedades infecciosas en pacientes.

[0007] Consecuentemente, en un aspecto, la presente invencién suministra un método de
incremento o induccion de reaccion inmunoldgica en pacientes, en que el método comprende la
administracién al paciente de una cantidad eficaz de una combinacién terapéutica que comprende
un primer anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4
humano) y un segundo anticuerpo aislado que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1
humano), en que el primer anticuerpo aislado comprende una region variable de cadena pesada
que comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRH1, CDRH2 y
CDRH3 y una region variable de cadena ligera que comprende las regiones de determinacion de
la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en que:

a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYX;MX; (SEQ ID N° 39), en que:
X16SS0A;y



X2esNoS;
b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de SISSSSSYIYYADSVKG (SEQ ID
N° 22);
c. CDRH3 comprende la secuencia de aminoécidos de VGLMGPFXI (SEQ ID N° 115), en
que XesD o N;
d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVX1X,YLX3 (SEQ ID N° 43),
en que:

X16esS0G;

X2esR,S,0T;y

XzesGoA;
e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de X1 X,SX3RAT (SEQ ID N° 44), en
que:

X1esGOoA;

XzesAoT;y

XzesT,S,RoN;y
f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYGX;SPX,T (SEQ ID N° 45), en
que:

Xi1esSoT;y
XesWoF;
en que el segundo anticuerpo aislado comprende una region variable de cadena pesada que
comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRH1, CDRH2 y
CDRH3 y una region variable de cadena ligera que comprende las regiones de determinacion
de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en que:
g. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYGMH (SEQ ID N° 75);
h. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de VIWX;DGSNX,YYADSVX;3G
(SEQ ID N° 86), en que:

XiesYoF;

X,esKoOE;y

Xzes Ko M;
i. CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos de NX;DX; (SEQ ID N° 87), en que:

X1esGoV;y



J-
k.
l.

[0008]

X,esHoOY;

CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVSSNLA (SEQ ID N° 83);
CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de GASTRAT (SEQ ID N° 84); y
CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYNNWPRT (SEQ ID N° 85).

En otro aspecto, la presente invencion suministra un método de tratamiento de cancer

en pacientes, en que el método comprende la administracion al paciente de una cantidad eficaz

de una combinacion terapéutica que comprende un primer anticuerpo aislado que se liga

especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y un segundo anticuerpo aislado que

se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que el primer anticuerpo aislado

comprende una region variable de cadena pesada que comprende las regiones de determinacion

de la complementariedad CDRH1, CDRH2 y CDRH3 y una region variable de cadena ligera que

comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3,

en que:

a.

b.

CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYX;MX; (SEQ ID N° 39), en que:
X16S0A;y

XoesNoS;

CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de SISSSSSYIYYADSVKG (SEQ ID

NP 22);

C.

CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos de VGLMGPFXI (SEQ ID N° 115), en

que XesD o N;
d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVX1X,YLX3 (SEQ ID N° 43),

en que:

X1esS0G;

X,esR,S,0T;y

XzesGoA;

CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de X;X;SX3RAT (SEQ ID N° 44), en

que:

f.

X1esGOoA;

XoesAoT;y

XzesT,S,RoN;y

CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYGX;SPX,T (SEQ ID N° 45), en
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que:
Xi1esSoT;y
XoesWoF;
en que el segundo anticuerpo aislado comprende una region variable de cadena pesada que
comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRH1, CDRH2 y
CDRH3 y una region variable de cadena ligera que comprende las regiones de determinacion
de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en que:
g. CDRH1 comprende la secuencia de aminoécidos de SYGMH (SEQ ID N° 75);
h. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de VIWX;DGSNX,YYADSVX;3G
(SEQ ID N° 86), en que:
XiesYoF;
X,esKoE;y
Xzes Ko M;
i. CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos de NX;DX; (SEQ ID N° 87), en que:
Xi1esGoV;y
XzesHoOY,
j.  CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVSSNLA (SEQ ID N° 83);
k. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de GASTRAT (SEQ ID N° 84); y
I. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYNNWPRT (SEQ ID N° 85).
[0009] En otro aspecto, la presente invencion suministra un método de tratamiento de
enfermedades infecciosas en pacientes, en que el método comprende la administraciéon al
paciente de una cantidad eficaz de una combinacidn terapéutica que comprende un primer
anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y un
segundo anticuerpo aislado que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en
que el primer anticuerpo aislado comprende una regién variable de cadena pesada que
comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRH1, CDRH2 y CDRH3
y una regién variable de cadena ligera que comprende las regiones de determinacion de la
complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en que:
a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYX;MX; (SEQ ID N° 39), en que:
X1esS0A;y
XoesNoS;



b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de SISSSSSYIYYADSVKG (SEQ ID
N° 22);
c. CDRH3 comprende la secuencia de aminoécidos de VGLMGPFXI (SEQ ID N° 115), en
que XesD o N;
d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVX1X,YLX3 (SEQ ID N° 43),
en que:

X1esS0G;

X,esR,S,0T;y

X3esGOA;
e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de X;X,SX3;RAT (SEQ ID N° 44), en
que:

X1esGoA;

XzesAoT;y

XzesT,S,RoN;y
f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYGX;SPX,T (SEQ ID N° 45), en
que:

Xi1esSoT;y
X,esWoF;
en que el segundo anticuerpo aislado comprende una region variable de cadena pesada que
comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRH1, CDRH2 y
CDRH3 y una region variable de cadena ligera que comprende las regiones de determinacion
de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en que:
g. CDRH1 comprende la secuencia de aminoéacidos de SYGMH (SEQ ID N° 75);
h. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de VIWX;DGSNX,YYADSVX;G
(SEQ ID N° 86), en que:

XiesYoF,

X,esKoOE;y

Xzes Ko M;
i. CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos de NX;DX; (SEQ ID N° 87), en que:

Xi1esGoV;y

XzesHoOY,



J-
K.
l.

[0010]

CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVSSNLA (SEQ ID N° 83);
CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de GASTRAT (SEQ ID N° 84); y
CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYNNWPRT (SEQ ID N° 85).

En otro aspecto, la presente invencion suministra un método de incremento o

induccidn de reaccion inmunoldgica en pacientes, en que el método comprende la administracion

al paciente de una cantidad eficaz de una combinacion terapéutica que comprende un primer

anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 humano y un segundo anticuerpo

aislado

que se liga especificamente a PD-1 humano, en que el primer anticuerpo aislado

comprende una region variable de cadena pesada que comprende las regiones de determinacion

de la complementariedad CDRH1, CDRH2 y CDRH3 y una regidn variable de cadena ligera que

comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3,

en que:

a.

b.

CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYX;MX; (SEQ ID N° 39), en que:
X1esS0A;y

XoesNoS;

CDRH2 comprende la secuencia de aminoécidos de SISSSSSYIYYADSVKG (SEQ ID

NP 22);

C.

CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos de VGLMGPFXI (SEQ ID N° 115), en

que XesD o N;

d.
43)

CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVX;X,YLX3 (SEQ ID N°

, N que:

Xi1esS0G;

X,esR,S,0T;y

X3esGOoA;

CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de X;X,SX3RAT (SEQ ID N° 44), en

que:

X1esGOoA;

XzesAoT;y

XzesT,S,RoN;y

CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYGX;SPX,T (SEQ ID N° 45), en

que:



X;esSoT;y
XoesWoF;
[0011] En otro aspecto, la presente invencion suministra un método de tratamiento de cancer
en pacientes, en que el método comprende la administracion al paciente de una cantidad eficaz
de una combinacion terapéutica que comprende un primer anticuerpo aislado que se liga
especificamente a CTLA-4 humano y un segundo anticuerpo aislado que se liga especificamente
a PD-1 humano, en que el primer anticuerpo aislado comprende una region variable de cadena
pesada que comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRH1, CDRH2
y CDRH3 y una region variable de cadena ligera que comprende las regiones de determinacion
de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en que:
a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYX;MX; (SEQ ID N° 39), en que:
X16S0A;y
X,esNoS;
b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de SISSSSSYIYYADSVKG (SEQ ID
N° 22);
c. CDRH3 comprende la secuencia de aminoécidos de VGLMGPFXI (SEQ ID N° 115), en
que XesD o N;
d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVX1X,YLX3 (SEQ ID N° 43),
en que:
X1esS0G;
X2esR,S,0T;y
XzesGoA;
e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de X1 X,SX3RAT (SEQ ID N° 44), en
que:
X1esGOoA;
X2esAoT;y
XzesT,S,RoN;y
f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYGX;1SPX,T (SEQ ID N° 45), en
que:
Xi1esSoT;y
XoesWoF;



[0012] En otro aspecto, la presente invencion suministra un método de tratamiento de
enfermedades infecciosas en pacientes, en que el método comprende la administracion al
paciente de una cantidad eficaz de una combinacion terapéutica que comprende un primer
anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 humano y un segundo anticuerpo
aislado que se liga especificamente a PD-1 humano, en que el primer anticuerpo aislado
comprende una region variable de cadena pesada que comprende las regiones de determinacion
de la complementariedad CDRH1, CDRH2 y CDRH3 y una region variable de cadena ligera que
comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3,
en que:
a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYX;MX; (SEQ ID N° 39), en que:
X16SS0A;y
XoesNoS;
b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de SISSSSSYIYYADSVKG (SEQ ID
N° 22);
c. CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos de VGLMGPFXI (SEQ ID N° 115), en

que XesD o N;
d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVX1X,YLX3 (SEQ ID N° 43),
en que:

X1esS0G;

X,esR,S,0T;y

XzesGoA;
e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de X;X,SX3RAT (SEQ ID N° 44), en
que:

XiesGoA;

X2esAoT;y

XzesT,S,RoN;y
f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYGX;SPX,T (SEQ ID N° 45), en
que:

Xi1esSoT;y
X,esWoF.

[0013] En otro aspecto, la presente invencion suministra un metodo de incremento o
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induccidn de reaccion inmunoldgica en pacientes, en que el método comprende la administracion
al paciente de una cantidad eficaz de una combinacion terapéutica que comprende un primer
anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 humano y un segundo anticuerpo
aislado que se liga especificamente a PD-1 humano, en que el segundo anticuerpo aislado
comprende una region variable de cadena pesada que comprende las regiones de determinacion
de la complementariedad CDRH1, CDRH2 y CDRH3 y una region variable de cadena ligera que
comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3,
en que:

a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYGMH (SEQ ID N° 75);

b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de VIWX;DGSNX,YYADSVX;G

(SEQ ID N° 86), en que:

XiesYoF;

X,esKoE;y

Xzes Ko M;

c. CDRH3 comprende la secuencia de aminoécidos de NX;DX, (SEQ ID N° 87), en que:

Xi1esGoV;y

X,esHoOY;

d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVSSNLA (SEQ ID N° 83);

e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de GASTRAT (SEQ ID N° 84); y

f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYNNWPRT (SEQ ID N° 85).
[0014] En otro aspecto, la presente invencion suministra un método de tratamiento de cancer
en pacientes, en que el método comprende la administracion al paciente de una cantidad eficaz
de una combinacion terapéutica que comprende un primer anticuerpo aislado que se liga
especificamente a CTLA-4 humano y un segundo anticuerpo aislado que se liga especificamente
a PD-1 humano, en que el segundo anticuerpo aislado comprende una region variable de cadena
pesada que comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRH1, CDRH2
y CDRH3 y una region variable de cadena ligera que comprende las regiones de determinacion
de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en que:

a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYGMH (SEQ ID N° 75);

b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de VIWX;DGSNX,YYADSVX;3G

(SEQ ID N° 86), en que:
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XiesYoF,

X,esKoE;y

Xzes Ko M;

c. CDRH3 comprende la secuencia de aminoécidos de NX;DX, (SEQ ID N° 87), en que:

Xi1esGoV;y

X,esHoOY;

d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoécidos de RASQSVSSNLA (SEQ ID N° 83);

e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoécidos de GASTRAT (SEQ ID N° 84); y

f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYNNWPRT (SEQ ID N° 85).
[0015] En otro aspecto, la presente invencion suministra un meétodo de tratamiento de
enfermedades infecciosas en pacientes, en que el método comprende la administracion al
paciente de una cantidad eficaz de una combinacion terapéutica que comprende un primer
anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 humano y un segundo anticuerpo
aislado que se liga especificamente a PD-1 humano, en que el segundo anticuerpo aislado
comprende una region variable de cadena pesada que comprende las regiones de determinacion
de la complementariedad CDRH1, CDRH2 y CDRH3 y una region variable de cadena ligera que
comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3,
en que:

a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoécidos de SYGMH (SEQ ID N° 75);

b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de VIWX;DGSNX,YYADSVX;3G

(SEQ ID N° 86), en que:

XiesYoF,;

X,esKoOE;y

Xzes Ko M;

c. CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos de NX;DX; (SEQ ID N° 87), en que:

Xi1esGoV;y

XzesHoOY,

d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVSSNLA (SEQ ID N° 83);

e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de GASTRAT (SEQ ID N° 84); y

f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYNNWPRT (SEQ ID N° 85).

[0016] En otro aspecto, la presente invencion suministra un método de incremento o

11



induccidn de reaccion inmunoldgica en pacientes, en que el método comprende la administracion
al paciente de una cantidad eficaz de un primer anticuerpo aislado que se liga especificamente a
CTLA-4 humano, opcionalmente como monoterapia, en que el primer anticuerpo aislado
comprende una region variable de cadena pesada que comprende las regiones de determinacion
de la complementariedad CDRH1, CDRH2 y CDRH3 y una region variable de cadena ligera que
comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3,
en que:
a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYX;MX; (SEQ ID N° 39), en que:
X1esS0A;y
X,esNoS;
b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoécidos de SISSSSSYIYYADSVKG (SEQ ID
N° 22);
c. CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos de VGLMGPFXI (SEQ ID N° 115), en
que XesD o N;
d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSV X1 X,YLX3 (SEQ ID N° 43),
en que:
X1esS0G;
X2esR,S,0T;y
X3esGOoA;
e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de X;X,SX3RAT (SEQ ID N° 44), en
que:
X1esGOoA;
XzesAoT;y
XzesT,S,RoN;y
f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYGX;1SPX,T (SEQ ID N° 45), en
que:
X1esSoT;y
X,esWo F.
[0017] En otro aspecto, la presente invencion suministra un método de tratamiento de cancer
en pacientes, en que el método comprende la administracion al paciente de una cantidad eficaz

de un primer anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 humano, opcionalmente
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como monoterapia, en que el primer anticuerpo aislado comprende una region variable de cadena
pesada que comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRH1, CDRH2
y CDRH3 y una region variable de cadena ligera que comprende las regiones de determinacion
de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en que:
a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYX;MX; (SEQ ID N° 39), en que:
X1esS0A;y
XoesNoS;
b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoécidos de SISSSSSYIYYADSVKG (SEQ ID
N° 22);
c. CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos de VGLMGPFXI (SEQ ID N° 115), en
que XesD o N;
d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVX;X,YLX3 (SEQ ID N° 43),
en que:
X1esS0G;
X,esR,S,0T;y
X3esGOoA;
e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de X;X,SX3RAT (SEQ ID N° 44), en
que:
XiesGoA;
XzesAoT;y
XzesT,S,RoN;y
f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYGX;1SPX,T (SEQ ID N° 45), en
que:
X1esSoT;y
X,esWoF.
[0018] En otro aspecto, la presente invencion suministra un método de tratamiento de
enfermedades infecciosas en pacientes, en que el método comprende la administracion al
paciente de una cantidad eficaz de un primer anticuerpo aislado que se liga especificamente a
CTLA-4 humano, opcionalmente como monoterapia, en que el primer anticuerpo aislado
comprende una region variable de cadena pesada que comprende las regiones de determinacion

de la complementariedad CDRH1, CDRH2 y CDRH3 y una region variable de cadena ligera que
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comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3,
en que:
a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYX;MX; (SEQ ID N° 39), en que:
X1esS0A;y
X2esNoS;
b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de SISSSSSYIYYADSVKG (SEQ ID
N° 22);
c. CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos de VGLMGPFXI (SEQ ID N° 115), en
que XesD o N;
d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVX1X,YLX3 (SEQ ID N° 43),
en que:
X1esS0G;
X2esR,S,0T;y
XzesGoA;
e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de X1 X,SX3RAT (SEQ ID N° 44), en
que:
X1esGOoA;
X2esAoT;y
XzesT,S,RoN;y
f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYGX;SPX,T (SEQ ID N° 45), en
que:
Xi1esSoT;y
XoesWoF.
[0019] En otro aspecto, la presente invencion suministra un método de incremento o
induccidn de reaccion inmunoldgica en pacientes, en que el método comprende la administracion
al paciente de una cantidad eficaz de un segundo anticuerpo aislado que se liga especificamente a
PD-1 humano, opcionalmente como monoterapia, en que el segundo anticuerpo aislado
comprende una region variable de cadena pesada que comprende las regiones de determinacion
de la complementariedad CDRH1, CDRH2 y CDRH3 y una regidn variable de cadena ligera que
comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3,

en que:
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a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYGMH (SEQ ID N° 75);

b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de VIWX;DGSNX,YYADSVX;G

(SEQ ID N° 86), en que:

XiesYoF;

X,esKoE;y

Xzes Ko M;

c. CDRH3 comprende la secuencia de aminoécidos de NX;DX, (SEQ ID N° 87), en que:

Xi1esGoV;y

X,esHoOY;

d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVSSNLA (SEQ ID N° 83);

e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de GASTRAT (SEQ ID N° 84); y

f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYNNWPRT (SEQ ID N° 85).
[0020] En otro aspecto, la presente invencion suministra un método de tratamiento de cancer
en pacientes, en que el método comprende la administracion al paciente de una cantidad eficaz
de un segundo anticuerpo aislado que se liga especificamente a PD-1 humano, opcionalmente
como monoterapia, en que el segundo anticuerpo aislado comprende una region variable de
cadena pesada que comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRH1,
CDRH2 y CDRH3 y una regién variable de cadena ligera que comprende las regiones de
determinacion de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en que:

a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoécidos de SYGMH (SEQ ID N° 75);

b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de VIWX;DGSNX,YYADSVX;G

(SEQ ID N° 86), en que:

XiesYoF;

X,esKoOE;y

Xzes Ko M;

c. CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos de NX;DX; (SEQ ID N° 87), en que:

X1esGoV;y

XzesHoOY,

d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVSSNLA (SEQ ID N° 83);

e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de GASTRAT (SEQ ID N° 84); y

f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYNNWPRT (SEQ ID N° 85).
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[0021] En otro aspecto, la presente invencion suministra un método de tratamiento de
enfermedades infecciosas en pacientes, en que el método comprende la administracion al
paciente de una cantidad eficaz de un segundo anticuerpo aislado que se liga especificamente a
PD-1 humano, opcionalmente como monoterapia, en que el segundo anticuerpo aislado
comprende una region variable de cadena pesada que comprende las regiones de determinacion
de la complementariedad CDRH1, CDRH2 y CDRH3 y una region variable de cadena ligera que
comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3,
en que:

a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYGMH (SEQ ID N° 75);

b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de VIWX;DGSNX,YYADSVX;G

(SEQ ID N° 86), en que:

XiesYoF;

X,esKoE;y

Xzes Ko M;

c. CDRH3 comprende la secuencia de aminoécidos de NX;DX, (SEQ ID N° 87), en que:

Xi1esGoV;y

X,esHoOY;

d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVSSNLA (SEQ ID N° 83);

e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de GASTRAT (SEQ ID N° 84); y

f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYNNWPRT (SEQ ID N° 85).
[0022] En algunas realizaciones, CDRH1 del primer anticuerpo aislado comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 20 6 21. En algunas realizaciones, CDRH3 del primer
anticuerpo aislado comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 24 ¢ 26. En algunas
realizaciones, CDRL1 del primer anticuerpo aislado comprende la secuencia de aminoéacidos de
SEQ ID N° 27, 28 0 29. En algunas realizaciones, CDRL2 del primer anticuerpo aislado
comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo gque consiste de SEQ ID N°
30-35. En algunas realizaciones, CDRL3 del primer anticuerpo aislado comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID N° 36, 37 ¢ 38. En algunas realizaciones, CDRH1, CDRH2 y
CDRH3 del primer anticuerpo aislado comprenden las secuencias de aminoacidos CDRH1,
CDRH2 y CDRH3 establecidas en SEQ ID N° 20, 22 y 24; 21, 22 y 24; 6 21, 22 y 26,

respectivamente. En algunas realizaciones, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del primer anticuerpo
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aislado comprenden las secuencias de aminoacidos CDRL1, CDRL2 y CDRL3 establecidas en
SEQ ID N° 27, 30 y 36; 28, 31y 36; 29, 32 y 37; 29, 33 y 38; 29, 34 y 36; 6 29, 35 y 38,
respectivamente.

[0023] En algunas realizaciones, CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del
primer anticuerpo aislado comprenden las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N°
20, 22, 24, 27, 30 y 36; 20, 22, 24, 29, 32 y 37; 20, 22, 24, 29, 33y 38; 21, 22, 24, 27, 30 y 36;
21, 22, 24, 29, 33 y 38; 20, 22, 24, 28, 31y 36; 20, 22, 24, 29, 34 y 36; 20, 22, 24, 29, 35y 38;
21, 22, 26, 27,30y 36; 21, 22, 26, 29, 32y 37; 21, 22, 26, 29, 33y 38; 0 21, 22, 26, 29, 35y 38,
respectivamente. En algunas realizaciones, CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y
CDRL3 del primer anticuerpo aislado comprenden las secuencias de aminoacidos establecidas en
SEQ ID N° 20, 22, 24, 27, 30 y 36, respectivamente.

[0024] En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado comprende una regién variable
de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 116. En algunas
realizaciones, el primer anticuerpo aislado comprende una regién variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95% ¢ 100%
idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de SEQ ID N°
1y 9-13. En algunas realizaciones, la regién variable de cadena pesada del primer anticuerpo
aislado comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de
SEQ ID N° 1y 9-13.

[0025] En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado comprende una regién variable
de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 47. En algunas
realizaciones, el primer anticuerpo aislado comprende una region variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95% ¢ 100%
idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de SEQ ID N°
14-19. En algunas realizaciones, la regién variable de cadena ligera del primer anticuerpo aislado
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de SEQ ID
N° 14-19.

[0026] En algunas realizaciones, la region variable de cadena pesada y la region variable de
cadena ligera del primer anticuerpo aislado comprenden las secuencias de aminoacidos
establecidasen SEQIDN°1y14;1y16,1y17;9y14;9y 17;10y 15; 10y 17;10y 18; 10y
19; 11y 15;11y14;11y16; 11y 17;12y 14;12y 16; 12y 17; 12y 19; 13y 15; 6 13 y 17,
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respectivamente. En algunas realizaciones, la region variable de cadena pesada y la region
variable de cadena ligera del primer anticuerpo aislado comprenden las secuencias de
aminodcidos establecidas en SEQ ID N° 1y 14, respectivamente.

[0027] En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado comprende una regién variable
de cadena pesada que posee una secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia de linea
germinal IGHV3-21 humana. En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado comprende
una region variable de cadena ligera que posee una secuencia de aminoécidos derivada de una
secuencia de linea germinal IGKV3-20 6 IGKV3-11 humana.

[0028] En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado comprende una cadena pesada
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de SEQ
ID N° 51-54 y 117 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N° 59. En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado comprende una cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 51 y una cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 59. En algunas realizaciones, el primer anticuerpo
aislado comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N° 117 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 59,

[0029] En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado comprende una regién
constante de cadena pesada seleccionada desde el grupo que consiste de 19G;, 1gG,, 19G3, 19Gy,
IgA: e 1gA; humano. En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado comprende una
region constante de cadena pesada 1gG;. En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado
comprende una region constante de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID N° 60. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la region constante
de cadena pesada IgG; comprende las mutaciones S239D/I332E, numeradas segun el sistema de
numeracion UE. En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado comprende una region
constante de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 61. En
algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la region constante de cadena pesada 19G;
comprende las mutaciones S239D/A330L/I332E, numeradas segun el sistema de numeracion
UE. En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado comprende una region constante de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 62. En algunas
realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la region constante de cadena pesada 1gG;
comprende las mutaciones L235V/F243L/R292P/Y300L/P396L, numeradas segun el sistema de
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numeracion UE. En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado comprende una region
constante de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 63. En
algunas realizaciones, la region constante de cadena pesada de IgG; es IgG; no fucosilada. En
algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado comprende una region constante de cadena
pesada 1gG,. En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado comprende una region
constante de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 118.
[0030] En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado comprende una region
constante de cadena ligera seleccionada desde el grupo que consiste de Igk e Igh humano. En
algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado comprende una region constante de cadena
ligera Igk. En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado comprende una regién
constante de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 64.

[0031] En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado se liga al mismo epitopo de
CTLA-4 humano de un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 1 y una regién variable de cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 14. En algunas realizaciones, el
primer anticuerpo aislado se liga a un epitopo ubicado en una region de CTLA-4 humano, que
consiste de una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de SEQ ID
N° 97-102.

[0032] En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado es antagonista para CTLA-4
humano.

[0033] En algunas realizaciones, CDRH2 del segundo anticuerpo aislado comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de SEQ ID N° 76-79. En
algunas realizaciones, CDRH3 del segundo anticuerpo aislado comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID N° 80, 81 u 82. En algunas realizaciones, CDRH1, CDRH2 y CDRH3
del segundo anticuerpo aislado comprende las secuencias de aminodcidos CDRH1, CDRH2 y
CDRH3 establecidas en SEQ ID N° 75, 76 y 80; 75, 76 y 81; 75, 76 y 82; 75, 77 y 81; 75, 78 y
81; 6 75, 79 y 81, respectivamente.

[0034] En algunas realizaciones, CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del
segundo anticuerpo aislado comprende las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N°
75, 76, 80, 83, 84 y 85; 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 75, 77, 81, 83, 84 y 85;
75, 78, 81, 83, 84 y 85; 0 75, 79, 81, 83, 84 y 85, respectivamente. En algunas realizaciones,
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CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del segundo anticuerpo aislado
comprende las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 75, 76, 81, 83, 84 y 85,
respectivamente.

[0035] En algunas realizaciones, el segundo anticuerpo aislado comprende una region
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 88. En
algunas realizaciones, el segundo anticuerpo aislado comprende una region variable de cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoécidos que es al menos 75%, 80%, 85%, 90%,
95% 06 100% idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste
de SEQ ID N° 66-73. En algunas realizaciones, la region variable de cadena pesada del segundo
anticuerpo aislado comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que
consiste de SEQ ID N° 66-73. En algunas realizaciones, el segundo anticuerpo aislado
comprende una regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95% 6 100% idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID N° 74. En algunas realizaciones, la region variable de cadena ligera del segundo
anticuerpo aislado comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID N° 74.

[0036] En algunas realizaciones, la region variable de cadena pesada y la region variable de
cadena ligera del segundo anticuerpo aislado comprenden las secuencias de aminoacidos
establecidas en SEQ ID N° 66y 74; 67y 74, 68y 74,69y 74, 70y 74; 71y 74,72y 74, 6 73 y
74, respectivamente. En algunas realizaciones, la region variable de cadena pesada y la region
variable de cadena ligera del segundo anticuerpo aislado comprenden las secuencias de
aminoéacidos establecidas en SEQ ID N° 66 y 74, respectivamente.

[0037] En algunas realizaciones, el segundo anticuerpo aislado comprende una regién
variable de cadena pesada que posee una secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia de
linea germinal IGHV3-33 humana. En algunas realizaciones, el segundo anticuerpo aislado
comprende una region variable de cadena ligera que posee una secuencia de aminoacidos
derivada de una secuencia de linea germinal IGKV3-15 humana.

[0038] En algunas realizaciones, el segundo anticuerpo aislado comprende una cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 91 y una cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 93. En algunas realizaciones, el segundo
anticuerpo aislado comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de

SEQ ID N° 92 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°
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93. En algunas realizaciones, el segundo anticuerpo aislado comprende una cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 120 y una cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ 1D N° 93.

[0039] En algunas realizaciones, el segundo anticuerpo aislado comprende una region
constante de cadena pesada seleccionada desde el grupo que consiste de 19G;, 1gG,, 19G3, 19Ga,
IgA: e IgA, humano. En algunas realizaciones, el segundo anticuerpo aislado comprende una
region constante de cadena pesada 1gG;. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos
de la region constante de cadena pesada 1gG; comprende una mutacion N297A, numerada segln
el sistema de numeracion UE. En algunas realizaciones, el segundo anticuerpo aislado
comprende una region constante de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID N° 94. En algunas realizaciones, el segundo anticuerpo aislado comprende una regién
constante de cadena pesada IgG4. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la
region constante de cadena pesada IgG, comprende una mutacién S228P, numerada segun el
sistema de numeracién UE. En algunas realizaciones, el segundo anticuerpo aislado comprende
una region constante de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID
N° 95,

[0040] En algunas realizaciones, el segundo anticuerpo aislado comprende una regién
constante de cadena ligera seleccionada desde el grupo que consiste de Igk e Igh humano. En
algunas realizaciones, el segundo anticuerpo aislado comprende una region constante de cadena
ligera Igk. En algunas realizaciones, el segundo anticuerpo aislado comprende una region
constante de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 64.

[0041] En algunas realizaciones, el segundo anticuerpo aislado se liga al mismo epitopo de
PD-1 humano de un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 66 y una region variable de cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 74. En algunas realizaciones, el
segundo anticuerpo aislado se liga a un epitopo ubicado en una region de PD-1 humano, que
consiste de una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de SEQ ID
N° 103-107.

[0042] En algunas realizaciones, el segundo anticuerpo aislado es antagonista para PD-1
humano.

[0043] En algunas realizaciones, el segundo anticuerpo aislado es seleccionado desde el
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grupo que consiste de pembrolizumab, nivolumab y pidilizumab. En algunas realizaciones, el
segundo anticuerpo aislado es pembrolizumab.

[0044] En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado es seleccionado desde el grupo
que consiste de ipilimumab y tremelimumab. Em algunas realizaciones, el primer anticuerpo
aislado es ipilimumab.

[0045] En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado es administrado a 0,3 mg/kg 0
1 mg/kg. En algunas realizaciones, el segundo anticuerpo aislado es administrado a 1 mg/kg, 3
mg/kg 6 6 mg/kg. En algunas realizaciones, el segundo anticuerpo aislado es administrado en
dosis de 200 mg, opcionalmente en que el segundo anticuerpo aislado es pembrolizumab. En
algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado es administrado a 0,3 mg/kg 6 1 mg/kg v el
segundo anticuerpo aislado es administrado a 1 mg/kg, 3 mg/kg 6 6 mg/kg. En algunas
realizaciones, el primer anticuerpo aislado es administrado a 0,3 mg/kg y el segundo anticuerpo
aislado es administrado a 1 mg/kg. En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado es
administrado a 1 mg/kg y el segundo anticuerpo aislado es administrado a 1 mg/kg. En algunas
realizaciones, el primer anticuerpo aislado es administrado a 1 mg/kg y el segundo anticuerpo
aislado es administrado a 3 mg/kg. En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado es
administrado a 1 mg/kg y el segundo anticuerpo aislado es administrado a 6 mg/kg. En algunas
realizaciones, el primer anticuerpo aislado es administrado a cerca de 0,3 mg/kg 6 1 mg/kg y el
segundo anticuerpo aislado es administrado a cerca de 1 mg/kg 6 3 mg/kg. En algunas
realizaciones, el primer anticuerpo aislado es administrado a cerca de 0,3 mg/kg y el segundo
anticuerpo aislado es administrado a cerca de 1 mg/kg. En algunas realizaciones, el primer
anticuerpo aislado es administrado a cerca de 1 mg/kg y el segundo anticuerpo aislado es
administrado a cerca de 1 mg/kg. En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado es
administrado a cerca de 1 mg/kg y el segundo anticuerpo aislado es administrado a cerca de 3
mg/kg. En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado es administrado a cerca de 1 mg/kg
y el segundo anticuerpo aislado es administrado a cerca de 6 mg/kg. En algunas realizaciones, el
primer anticuerpo aislado es administrado cada seis semanas. En algunas realizaciones, el
segundo anticuerpo aislado es administrado cada dos semanas o cada tres semanas. En algunas
realizaciones, el primer anticuerpo aislado es administrado cada seis semanas y el segundo
anticuerpo aislado es administrado cada dos semanas o cada tres semanas. En algunas

realizaciones, el primer anticuerpo aislado es administrado cada cerca de seis semanas y el
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segundo anticuerpo aislado es administrado cada cerca de dos semanas o0 cada cerca de tres
semanas. En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado es administrado a 0,3 mg/kg
cada seis semanas y el segundo anticuerpo aislado es administrado a 1 mg/kg cada dos semanas.
En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado es administrado a 1 mg/kg cada seis
semanas Yy el segundo anticuerpo aislado es administrado a 1 mg/kg cada dos semanas. En
algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado es administrado a 1 mg/kg cada seis semanas
y el segundo anticuerpo aislado es administrado a 3 mg/kg cada dos semanas. En algunas
realizaciones, el primer anticuerpo aislado se administra a 1 mg/kg cada seis semanas y el
segundo anticuerpo aislado se administra a 6 mg/kg cada tres semanas. En algunas realizaciones,
el primer anticuerpo aislado es administrado a cerca de 0,3 mg/kg cada seis semanas y el
segundo anticuerpo aislado es administrado a cerca de 1 mg/kg cada cerca de dos semanas. En
algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado es administrado a cerca de 1 mg/kg cada seis
semanas Y el segundo anticuerpo aislado es administrado a cerca de 1 mg/kg cada cerca de dos
semanas. En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado es administrado a cerca de 1
mg/kg cada seis semanas Yy el segundo anticuerpo aislado es administrado a cerca de 3 mg/kg
cada cerca de dos semanas. En algunas realizaciones, el primer anticuerpo aislado es
administrado a cerca de 1 mg/kg cada cerca de seis semanas Yy el segundo anticuerpo aislado es
administrado a cerca de 6 mg/kg cada cerca de tres semanas. En algunas realizaciones, el primer
anticuerpo aislado es administrado por via intravenosa. En algunas realizaciones, el segundo
anticuerpo aislado es administrado por via intravenosa. En algunas realizaciones, el primer
anticuerpo aislado y el segundo anticuerpo aislado son ambos administrados por via intravenosa.
[0046] En algunas realizaciones, el paciente es portador de cancer. En algunas realizaciones,
el paciente posee tumor solido metastatico o local avanzado.

[0047] En algunas realizaciones, el cancer es cancer cervical. En algunas realizaciones, el
cancer es un adenocarcinoma del cuello uterino, carcinoma adenoescamoso 0 carcinoma de
células escamosas irresecable, metastatico o local avanzado. En algunas realizaciones, el tumor
solido metastatico o local avanzado es un adenocarcinoma del cuello uterino, carcinoma
adenoescamoso o carcinoma de células escamosas irresecable, metastatico o local avanzado. En
algunas realizaciones, no hay terapia estandar disponible para el cancer (por ejemplo, cancer
cervical) o tumor solido metastatico o local avanzado. En algunas realizaciones, el cancer (por

ejemplo, cancer cervical) o tumor sélido metastatico o local avanzado es refractario a terapia
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estdndar. En algunas realizaciones, el cancer (por ejemplo, cancer cervical) o tumor sélido
metastatico o local avanzado ha recaido luego de terapia estandar. En algunas realizaciones, la
terapia estdndar comprende quimioterapia que contiene platina. En algunas realizaciones, la
terapia estandar es un doblete que contiene platina. En algunas realizaciones, el cancer (por
ejemplo, cancer cervical) es un adenocarcinoma del cuello uterino, carcinoma adenoescamoso o
carcinoma de las células escamosas irresecable metastatico ou local avanzado, que ha recaido
luego de la administracion de un doblete que contiene platina para tratamiento de enfermedad
avanzada (recurrente, irresecable o metastatica). En algunas realizaciones, el cancer (por
ejemplo, cancer cervical) o tumor sélido metastatico o local avanzado es HPV positivo. En
algunas realizaciones, el cancer o tumor sélido metastatico o local avanzado es cancer de la
cabeza y del cuello, melanoma, carcinoma de células renales, carcinoma urotelial o carcinoma
endometrial. En algunas realizaciones, el cancer (por ejemplo, cancer cervical) o tumor sélido
metastatico o local avanzado es asociado a la instabilidad microsatélite.

[0048] En ciertas realizaciones, el paciente tiene cancer de cuello uterino (por ejemplo, un
carcinoma de células escamosas metastasico o localmente avanzado, irresecable, carcinoma
adenoescamoso o0 adenocarcinoma del cuello uterino), y el método comprende administrar al
paciente una cantidad efectiva de un anticuerpo anti -PD-1 descrito en la presente descripcion,
por ejemplo, AGEN2034 (IgG4 S228P), o composicion farmacéutica que comprende dicho
anticuerpo anti-PD-1 como primera terapia contra el cancer después del diagndstico del cancer
de cuello uterino (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 0 6 dias; 1, 2, 3, 4, 6, 8 0 12 semanas; o, 1, 2, 3, 4, 6,
8 0 12 meses después del diagnostico), opcionalmente en el que el anticuerpo anti-PD- 1 descrito
en la presente descripcion, por ejemplo, AGEN2034 (IgG4 S228P) o una composicion
farmacéutica que comprende dicho anticuerpo anti-PD-1 se administra en la dosificacion y en la
frecuencia que se muestra en una sola fila de la Tabla 13 de este documento. En ciertas
realizaciones, el paciente tiene cancer de cuello uterino (por ejemplo, un carcinoma de células
escamosas metastasico o localmente avanzado, irresecable, carcinoma adenoescamoso o
adenocarcinoma del cuello uterino), y el método comprende administrar al paciente una cantidad
efectiva de una combinacidn terapéutica que comprende ( a) un anticuerpo anti-CTLA-4 descrito
en la presente descripcién, por ejemplo, AGEN1884 (IgG1l), o una composicién farmacéutica
que comprende dicho anticuerpo anti-CTLA-4; y (b) un anticuerpo anti-PD-1 descrito aqui, por

ejemplo, AGEN2034 (IgG4 S228P), o composicion farmacéutica que comprende dicho
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anticuerpo anti-PD-1 como primera terapia contra el cancer despues del diagndstico del cancer
de cuello uterino (por ejemplo, dentro de 1, 2, 3, 4, 5 0 6 dias: 1, 2, 3, 4, 6, 8 0 12 semanas, 0 1,
2, 3,4, 6,80 12 meses después del diagnostico), opcionalmente en donde el anticuerpo anti-
CTLA-4 descrito aqui, por ejemplo, AGEN1884 (IgGl), o composicion farmacéutica que
comprende dicho anticuerpo anti-CTLA-4, y el anticuerpo anti-PD-1 descrito aqui, por ejemplo,
AGEN2034 (IgG4 S228P) o la composicion farmacéutica que comprende dicho anticuerpo anti-
PD-1, se administra en la dosificacion y en la frecuencia que se muestra en una sola fila de la
Tabla 13 de este documento. En ciertas realizaciones, el paciente tiene cancer de cuello uterino
(por ejemplo, un carcinoma de células escamosas metastasico o localmente avanzado,
irresecable, carcinoma adenoescamoso 0 adenocarcinoma del cuello uterino), y el método
comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de una combinacion terapéutica que
comprende ( a) un anticuerpo anti-CTLA-4 descrito aqui, por ejemplo, AGEN1884 (IgG1), o
composicién farmacéutica que comprende dicho anticuerpo anti-CTLA-4 y (b) pembrolizumab o
composicién farmacéutica que comprende pembrolizumab como primera terapia contra el cancer
después del diagnostico de cancer cervical cancer (por ejemplo, dentro de 1, 2, 3, 4, 5 0 6 dias; 1,
2,3,4,6,8012semanas; 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8 0 12 meses después del diagndstico), opcionalmente
donde el anticuerpo anti-CTLA-4 descrito aqui, por ejemplo, AGEN1884 (IgG1), o composicion
farmacéutica que comprende dicho anticuerpo anti-CTLA-4 se administra en la dosificaciéon y a
la frecuencia mostradas en una sola fila de la Tabla 13 en este documento, y pembrolizumab o
composicion que comprende p El embrolizumab se administra a 200 mg cada tres semanas.

[0049] En algunas realizaciones, el cancer expresa PD-L1. En algunas realizaciones, el
porcentaje de células de tumor en una muestra del cancer que exhibe expresion de membrana
detectable (por ejemplo, expresion de membrana parcial o completa) de PD-L1 es de al menos
1% (por ejemplo, al menos 2%, 3%, 4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 60%, 70%, 80% 06 90%). En algunas realizaciones, el porcentaje de células de tumor en una
muestra del cancer que exhibe la expresion de membrana detectable (por ejemplo, expresion de
membrana parcial o completa) de PD-L1 es de al menos 1%. En algunas realizaciones, el
porcentaje de células de tumor en una muestra del cancer que exhibe la expresion de membrana
detectable (por ejemplo, expresién de membrana parcial o completa) de PD-L1 es de al menos
5%. En algunas realizaciones, el porcentaje de células de tumor en una muestra del cancer que

exhibe la expresion de membrana detectable (por ejemplo, expresion de membrana parcial o
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completa) de PD-L1 es de al menos 25%. En algunas realizaciones, el porcentaje de células de
tumor en una muestra del cancer que exhibe la expresion de membrana detectable (por ejemplo,
expresion de membrana parcial o completa) de PD-L1 es de al menos 50%. La expresion de
membrana de PD-L1 puede detectarse por cualquier método conocido en la técnica, tal como
inmunohistoquimica. Ejemplos de ensayos inmunohistoquimicos para la deteccion de la
expresion de membrana de PD-L1 en células de tumores son presentados en Hirsch et al (2017,
J. Thoracic Oncol. 12 (2): 208-222), Rimm et al (2017, JAMA Oncol. 3 (8): 1051-1058) y Diggs
y Hsueh (2017, Biomarker Res. 5: 12), que son integralmente incorporados al presente por
referencia.

[0050] En algunas realizaciones, el tumor metastatico o local avanzado expresa PD-L1. En
algunas realizaciones, el porcentaje de celulas de tumor en una muestra del tumor metastatico o
local avanzado que exhibe la expresion de membrana detectable (por ejemplo, expresiéon de
membrana parcial o completa) de PD-L1 es de al menos 1% (por ejemplo, al menos 2%, 3%,
4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 70%, 80% & 90%). En
algunas realizaciones, el porcentaje de celulas de tumor en una muestra del tumor metastatico o
local avanzado que exhibe la expresion de membrana detectable (por ejemplo, expresiéon de
membrana parcial o completa) de PD-L1 es de al menos 1%. En algunas realizaciones, el
porcentaje de células de tumor en una muestra del tumor metastatico o local avanzado que
exhibe la expresion de membrana detectable (por ejemplo, expresion de membrana parcial o
completa) de PD-L1 es de al menos 5%. En algunas realizaciones, el porcentaje de células de
tumor en una muestra del tumor metastatico o local avanzado que exhibe la expresion de
membrana detectable (por ejemplo, expresion de membrana parcial o completa) de PD-L1 es de
al menos 25%. En algunas realizaciones, el porcentaje de células de tumor en una muestra del
tumor metastatico o local avanzado que exhibe la expresion de membrana detectable (por
ejemplo, expresion de membrana parcial o completa) de PD-L1 es de al menos 50%. La
expresion de membrana de PD-L1 puede detectarse por cualquier método conocido en la técnica,
tal como inmunohistoquimica. Ejemplos de ensayos inmunohistoquimicos para la deteccion de la
expresion de membrana de PD-L1 en células de tumores son presentados en Hirsch et al (2017,
J. Thoracic Oncol. 12 (2): 208-222), Rimm et al (2017, JAMA Oncol. 3 (8): 1051-1058) y Diggs
y Hsueh (2017, Biomarker Res. 5: 12), que son integralmente incorporados al presente por

referencia.
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[0051] En algunas realizaciones, el cancer es cancer de pulmon de células no pequefias
(NSCLC). En algunas realizaciones, el NSCLC es NSCLC en la Etapa IV. En algunas
realizaciones, el NSCLC es diagnosticado histolégicamente o citolégicamente, segin la octava
edicion del manual de etapas del American Joint Committee on Cancer. En algunas
realizaciones, el porcentaje de células de tumor en una muestra del NSCLC que exhibe la
expresion de membrana detectable (por ejemplo, expresién de membrana parcial o completa) de
PD-L1 es de al menos 1% (por ejemplo, al menos 2%, 3%, 4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,
35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 70%, 80% O 90%). En algunas realizaciones, el porcentaje de
células de tumor en una muestra del NSCLC que exhibe la expresion de membrana detectable
(por ejemplo, expresion de membrana parcial o completa) de PD-L1 es de al menos 1%. En
algunas realizaciones, el porcentaje de células de tumor en una muestra del NSCLC que exhibe
la expresion de membrana detectable (por ejemplo, expresion de membrana parcial o completa)
de PD-L1 es de al menos 5%. En algunas realizaciones, el porcentaje de células de tumor en una
muestra del NSCLC que exhibe la expresién de membrana detectable (por ejemplo, expresion de
membrana parcial o completa) de PD-L1 es de al menos 25%. En algunas realizaciones, el
porcentaje de células de tumor en una muestra del NSCLC que exhibe la expresion de membrana
detectable (por ejemplo, expresién de membrana parcial o completa) de PD-L1 es de al menos
50%. En algunas realizaciones, el NSCLC no posee aberraciones de tumores genémicos ALK o
EGFR. En algunas realizaciones, el NSCLC no posee mutacion sensibilizante de EGFR (por
ejemplo, una mutacion que sea propensa a tratamiento con un inhibidor de la tirosina quinase,
que incluye erlotinib, gefitinib o afatanib) o translocacion de ALK. En algunas realizaciones, el
paciente no ha recibido tratamiento quimioterapéutico sistémico anterior para NSCLC.

[0052] En algunas realizaciones, el tumor sélido metastatico o local avanzado es un NSCLC
metastatico o local avanzado. En algunas realizaciones, el tumor sélido metastatico o local
avanzado es un NSCLC metastatico. En algunas realizaciones, el tumor sélido metastatico o
local avanzado es un NSCLC en la Etapa IV, metastatico o local avanzado. En algunas
realizaciones, el tumor solido metastatico o local avanzado es un NSCLC en la Etapa IV. En
algunas realizaciones, el porcentaje de células de tumor en una muestra del NSCLC metastatico
o local avanzado que exhibe la expresién de membrana detectable (por ejemplo, expresion de
membrana parcial o completa) de PD-L1 es de al menos 1% (por ejemplo, al menos 2%, 3%,
4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 70%, 80% 6 90%). En
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algunas realizaciones, el porcentaje de células de tumor en una muestra del NSCLC metastatico
o local avanzado que exhibe la expresién de membrana detectable (por ejemplo, expresion de
membrana parcial o completa) de PD-L1 es de al menos 1%. En algunas realizaciones, el
porcentaje de células de tumor en una muestra del NSCLC metastético o local avanzado que
exhibe la expresion de membrana detectable (por ejemplo, expresion de membrana parcial o
completa) de PD-L1 es de al menos 5%. En algunas realizaciones, el porcentaje de células de
tumor en una muestra del NSCLC metastatico o local avanzado que exhibe la expresion de
membrana detectable (por ejemplo, expresion de membrana parcial o completa) de PD-L1 es de
al menos 25%. En algunas realizaciones, el porcentaje de células de tumor en una muestra del
NSCLC metastatico o local avanzado que exhibe la expresién de membrana detectable (por
ejemplo, expresion de membrana parcial o completa) de PD-L1 es de al menos 50%. En algunas
realizaciones, el NSCLC metastatico o local avanzado no posee aberraciones de tumores
gendémicos ALK o EGFR. En algunas realizaciones, el NSCLC metastatico o local avanzado no
posee mutacion sensibilizante de EGFR (por ejemplo, una mutacién que sea propensa a
tratamiento con un inhibidor de la tirosina quinase, que incluye erlotinib, gefitinib o afatanib) o
translocacion de ALK. En algunas realizaciones, el paciente no ha recibido tratamiento
quimioterapéutico sistémico anterior para NSCLC metastatico o local avanzado.

[0053] En ciertas realizaciones, el paciente tiene NSCLC (por ejemplo, NSCLC en estadio
IV, metastasico o localmente avanzado), opcionalmente en el que el porcentaje de células
tumorales en una muestra del NSCLC que exhibe expresion detectable (por ejemplo, expresion
de membrana, parcial o expresion de membrana completa) de PD-L1 es al menos 1%, 2%, 3%,
4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 70%, 80% o0 90%, y el
método comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-PD-1
descrito en este documento, por ejemplo, AGEN2034 (IgG4 S228P), o composicion
farmacéutica que comprende dicho anticuerpo anti-PD-1 como primera terapia contra el cancer
después del diagndstico de cancer de cuello uterino (por ejemplo, dentro de 1, 2, 3, 4, 5 0 6 dias;
1, 2, 3, 4,6, 80 12 semanas, 0 1, 2, 3, 4, 6, 8 0 12 meses después del diagndstico),
opcionalmente en el que el anticuerpo anti-PD-1 descrito en la presente descripcion, p. €j.,
AGEN2034 (IgG4 S228P) o una composicion farmacéutica que comprende El anticuerpo PD-1
se administra a la dosis y a la frecuencia y se muestra en una sola fila de la Tabla 13 en este

documento. En ciertas realizaciones, el paciente tiene NSCLC (por ejemplo, NSCLC en estadio
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IV, metastasico o localmente avanzado), opcionalmente en el que el porcentaje de células
tumorales en una muestra del NSCLC que exhibe expresion detectable (por ejemplo, expresion
de membrana, expresion de membrana parcial o completa ) de PD-L1 es al menos 1%, 2%, 3%,
4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 70%, 80% o 90%, y el
método comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de una combinacion terapéutica
que comprende (a) un anticuerpo anti-CTLA-4 descrito en la presente descripcion, p. Ej.,
AGEN1884 (IgG1), o composicion farmacéutica que comprende dicho anticuerpo anti-CTLA-4;
y (b) un anticuerpo anti-PD-1 descrito aqui, por ejemplo, AGEN2034 (IgG4 S228P), o
composicion farmacéutica que comprende dicho anticuerpo anti-PD-1 como primera terapia
contra el cancer después del diagnéstico del cancer de cuello uterino (por ejemplo, dentro de 1,
2,3,4, 506 dias: 1, 2, 3, 4, 6,8 0 12 semanas, 0 1, 2, 3, 4, 6, 8 0 12 meses después del
diagnostico), opcionalmente en donde el anticuerpo anti-CTLA-4 descrito aqui, por ejemplo,
AGEN1884 (1gG1), o composicién farmacéutica que comprende dicho anticuerpo anti-CTLA-4,
y el anticuerpo anti-PD-1 descrito aqui, por ejemplo, AGEN2034 (IgG4 S228P) o la
composicion farmacéutica que comprende dicho anticuerpo anti-PD-1, se administra en la
dosificacion y en la frecuencia que se muestra en una sola fila de la Tabla 13 de este documento.
En ciertas realizaciones, el paciente tiene NSCLC (por ejemplo, NSCLC en estadio IV,
metastasico o localmente avanzado), opcionalmente en el que el porcentaje de células tumorales
en una muestra del NSCLC que exhibe expresion detectable (por ejemplo, expresion de
membrana, expresion de membrana parcial o completa ) de PD-L1 es al menos 1%, 2%, 3%, 4%,
5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 70%, 80% o0 90%, y el método
comprende administrar al paciente una combinacion terapéutica que comprende (a) un
anticuerpo anti-CTLA-4 descrito en la presente descripcion, p. Ej., AGEN1884 (IgGl), o
composicion farmacéutica que comprende anticuerpo anti-CTLA-4, y (b) pembrolizumab o
composicién farmacéutica que comprende pembrolizumab como primera terapia contra el cancer
después del diagndstico del cancer de cuello uterino (por ejemplo, dentro de 1, 2, 3, 4, 5 0 6 dias;
1, 2, 3,4, 6,80 12 semanas, 0 1, 2, 3, 4, 6, 8 0 12 meses después del diagndstico),
opcionalmente en el que el anticuerpo anti-CTLA-4 descrito en este documento, p. Ej.,
AGEN1884 (IgG1l ), o composicién farmacéutica ¢ la administracién de tal anticuerpo anti-
CTLA-4 se administra a la dosificacion y a la frecuencia mostradas en una sola fila de la Tabla

13 de la presente, y se administra pembrolizumab o una composicion farmacéutica que
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comprende pembrolizumab a 200 mg cada tres semanas.

[0054] En ciertas realizaciones, el cancer es un carcinoma de células escamosas cutaneo
(cSCC) (por ejemplo, un c¢SCC en etapa IV). En ciertas realizaciones, el tumor solido
metastasico o localmente avanzado es un cSCC en etapa IV. En ciertas realizaciones, el cSCC se
diagnostica histologicamente o citologicamente de acuerdo con la octava edicion del manual de
estadificacion del American Joint Committee on Cancer. En ciertas realizaciones, el cSCC no es
curable con radioterapia. En ciertas realizaciones, el paciente tiene cSCC (por ejemplo, cSCC en
etapa V), y el método comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de un anticuerpo
anti-PD-1 descrito en la presente descripcion, p. Ej., AGEN2034 (IgG4 S228P) o composicion
farmacéutica que comprende dicho anticuerpo anti-PD-1 como primera terapia contra el cancer
después del diagndstico del cSCC (por ejemplo, dentro de 1, 2, 3, 4,50 6 dias; 1, 2, 3,4, 6,80
12 semanas) 0 1, 2, 3, 4, 6, 8 0 12 meses después del diagndstico), opcionalmente en el que el
anticuerpo anti-PD-1 descrito en la presente descripcion, p. ej., AGEN2034 (IgG4 S228P) o una
composicién farmacéutica que comprende dicho anti-PD -1 anticuerpo se administra a la
dosificacion y a la frecuencia mostrada en una sola fila de la Tabla 13 de este documento. En
ciertas realizaciones, el paciente tiene ¢cSCC (por ejemplo, cSCC en estadio 1V), y el método
comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de una combinacién terapéutica que
comprende (a) un anticuerpo anti-CTLA-4 descrito en la presente descripcion, p. Ej., AGEN1884
(IgG1 ), o composicion farmacéutica que comprende dicho anticuerpo anti-CTLA-4; y (b) un
anticuerpo anti-PD-1 descrito en este documento, por ejemplo, AGEN2034 (IgG4 S228P), o
composicién farmacéutica que comprende dicho anticuerpo anti-PD-1 como primera terapia
contra el cancer después del diagndstico del cSCC (por ejemplo, dentro de 1, 2, 3, 4, 5 0 6 dias;
1, 2, 3, 4,6, 8 0 12 semanas; o, 1, 2, 3, 4, 6, 8 0 12 meses después del diagndstico),
opcionalmente en donde el anticuerpo anti-CTLA-4 descrito aqui, por ejemplo, AGEN1884
(IgG1), o composicion farmacéutica que comprende dicho anticuerpo anti-CTLA-4 vy el
anticuerpo anti-PD-1 descrito en la presente descripcion, p. ej., AGEN2034 (IgG4 S228P) o
composicion farmacéutica que comprenden dicho anticuerpo anti-PD-1 se administran a la
dosificacion y a la frecuencia que se muestran en una unica fila de la Tabla 13 de este
documento. En ciertas realizaciones, el paciente tiene cSCC (por ejemplo, cSCC en estadio 1V),
y el método comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de una combinacién

terapéutica que comprende (a) un anticuerpo anti-CTLA-4 descrito en la presente descripcion, p.
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Ej., AGEN1884 (IgG1l ), o composicion farmacéutica que comprende dicho anticuerpo anti-
CTLA-4; y (b) pembrolizumab o composicion farmacéutica que comprende pembrolizumab
como primera terapia contra el cancer después del diagnéstico del cSCC (por ejemplo, en 1, 2, 3,
4,506 dias; 1, 2, 3, 4, 6,8, 0 12 semanas, 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8 0 12 meses después del diagndstico),
opcionalmente en el que el anticuerpo anti-CTLA-4 descrito en este documento, por ejemplo,
AGEN1884 (IgG1), o composicion farmacéutica que comprende dicho anti El anticuerpo -
CTLA-4 se administra a la dosificacion y a la frecuencia mostradas en una sola fila de la Tabla
13 de la presente, y se administra pembrolizumab o una composicion farmacéutica que
comprende pembrolizumab a 200 mg cada tres semanas.

[0055] En ciertas realizaciones, cualquiera de los anticuerpos y combinaciones terapéuticas
descritos en este documento (por ejemplo, el primer y / o segundo anticuerpo aislado, o una
combinacion del primer anticuerpo y pembrolizumab) pueden ser administrados como primera
terapia de cancer luego del diagnostico del tumor sélido metastatico o local avanzado (por
ejemplo, en hasta 1, 2, 3, 4,5, 6 6 dias; 1, 2, 3,4, 6,8 6 12 semanas; 6 1, 2, 3, 4, 6, 8 0 12 meses
luego del diagndstico). En algunas realizaciones, cualquiera de los anticuerpos y combinaciones
terapéuticas descritos en este documento, por ejemplo el primero y el segundo anticuerpo aislado
son administrados como la primera terapia de cancer luego del diagnostico de la progresion de
tumor (por ejemplo, en hasta 1, 2, 3,4,50 6 dias; 1, 2, 3,4, 6,806 12 semanas; 6 1, 2, 3,4,6,80
12 meses luego del diagnostico de la progresién del tumor) que haya ocurrido a pesar de
tratamiento anterior del tumor con terapia de cancer distinta, opcionalmente en que el anticuerpo
aislado o combinacion terapéutica es la segunda terapia de cancer administrada. En algunas
realizaciones, cualquiera de los anticuerpos y combinaciones terapéuticas descritos en este
documento, (por ejemplo el primero y/o el segundo anticuerpo aislado o una combinacién del
primer anticuerpo y pembrolizumab) es administrado como la primera terapia de cancer luego
del diagnostico de toxicidad de una terapia de cancer distinta (por ejemplo, en hasta 1, 2, 3,4,56
6 dias; 1, 2, 3, 4, 6, 8 6 12 semanas; 0 1, 2, 3, 4, 6, 8 0 12 meses luego del diagnostico de
toxicidad de la terapia de cancer distinta), opcionalmente en que el anticuerpo aislado o
combinaciones terapeuticas descritos en este documento es la segunda terapia de cancer
administrada. En algunas realizaciones, el primero y el segundo anticuerpo aislado son
administrados como primera terapia de cancer en cerca de 1, 2, 3, 4, 5 6 6 dias luego del

diagnostico del tumor solido metastatico o local avanzado. En algunas realizaciones, el primero y
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el segundo anticuerpo aislado son administrados como primera terapia de cancer en cercade 1 6
2 semanas luego del diagnostico del tumor solido metastatico o local avanzado.

[0056] En otro aspecto, la presente invencion suministra un método de tratamiento de cancer
en pacientes, en que el método comprende la administracion al paciente de una cantidad eficaz
de una combinacion terapéutica que comprende un primer anticuerpo aislado que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y un segundo anticuerpo aislado que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que el primer anticuerpo aislado
se liga al mismo epitopo de CTLA-4 humano como anticuerpo que comprende una region
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 1 y una
region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 14,
[0057] En otro aspecto, la presente invencion suministra un método de tratamiento de cancer
en pacientes, en que el método comprende la administracién al paciente de una cantidad eficaz
de una combinacion terapéutica que comprende un primer anticuerpo aislado que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y un segundo anticuerpo aislado que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que el segundo anticuerpo
aislado se liga al mismo epitopo de PD-1 humano como anticuerpo que comprende una region
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 66 y una
region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ 1D N° 74,
[0058] En otro aspecto, la presente invencion suministra un método de tratamiento de cancer
en pacientes, en que el método comprende la administracién al paciente de una cantidad eficaz
de una combinacion terapéutica que comprende un primer anticuerpo aislado que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y un segundo anticuerpo aislado que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que el primer anticuerpo aislado
se liga al mismo epitopo de CTLA-4 humano como anticuerpo que comprende una region
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 1 y una
region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 14,
en que el segundo anticuerpo aislado se liga al mismo epitopo de PD-1 humano de un anticuerpo
que comprende una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N° 66 y una region variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 74.

[0059] En algunas realizaciones, el segundo anticuerpo aislado es antagonista para PD-1
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humano.

[0060] En otro aspecto, la presente invencién suministra un meétodo de incremento o
induccion de reaccion inmunoldgica en pacientes, en que el método comprende la administracion
al paciente de una cantidad eficaz de una combinacion terapéutica que comprende un primer
anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 humano y un segundo anticuerpo
aislado que se liga especificamente a PD-1 humano, en que:

a. el primer anticuerpo aislado comprende una region variable de cadena pesada que posee una
secuencia de aminodcidos derivada de una secuencia de linea germinal IGHV3-21 humana v,
opcionalmente, una region variable de cadena ligera que posee una secuencia de aminoacidos
derivada de una secuencia de linea germinal IGKV3-20 6 IGKV3-11 humana; y/o

b. el segundo anticuerpo aislado comprende una region variable de cadena pesada que posee una
secuencia de aminodcidos derivada de una secuencia de linea germinal IGHV3-33 humana v,
opcionalmente, una region variable de cadena ligera que posee una secuencia de aminoacidos
derivada de una secuencia de linea germinal IGKV3-15 humana.

[0061] En otro aspecto, la presente invencion suministra un método de tratamiento de cancer
en pacientes, en que el método comprende la administracién al paciente de una cantidad eficaz
de una combinacion terapéutica que comprende un primer anticuerpo aislado que se liga
especificamente a CTLA-4 humano y un segundo anticuerpo aislado que se liga especificamente
a PD-1 humano, en que:

a. el primer anticuerpo aislado comprende una region variable de cadena pesada que posee una
secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia de linea germinal IGHV3-21 humana v,
opcionalmente, una region variable de cadena ligera que posee una secuencia de aminoacidos
derivada de una secuencia de linea germinal IGKV3-20 6 IGKV3-11 humana; y/o

b. el segundo anticuerpo aislado comprende una regién variable de cadena pesada que posee una
secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia de linea germinal IGHV3-33 humana v,
opcionalmente, una region variable de cadena ligera que posee una secuencia de aminoacidos
derivada de una secuencia de linea germinal IGKV3-15 humana.

[0062] En otro aspecto, la presente invencion suministra un metodo de tratamiento de
enfermedades infecciosas en pacientes, en que el método comprende la administraciéon al
paciente de una cantidad eficaz de una combinacién terapéutica que comprende un primer

anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 humano y un segundo anticuerpo
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aislado que se liga especificamente a PD-1 humano, en que:
a. el primer anticuerpo aislado comprende una region variable de cadena pesada que posee una
secuencia de aminodcidos derivada de una secuencia de linea germinal IGHV3-21 humana v,
opcionalmente, una region variable de cadena ligera que posee una secuencia de aminoacidos
derivada de una secuencia de linea germinal IGKV3-20 6 IGKV3-11 humana; y/o
b. el segundo anticuerpo aislado comprende una region variable de cadena pesada que posee una
secuencia de aminodcidos derivada de una secuencia de linea germinal IGHV3-33 humana v,
opcionalmente, una region variable de cadena ligera que posee una secuencia de aminoacidos
derivada de una secuencia de linea germinal IGKV3-15 humana.
[0063] En otro aspecto, la presente invencion suministra una composicion farmacéutica que
comprende un primer anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo,
CTLA-4 humano) y un segundo anticuerpo aislado que se liga especificamente a PD-1 (por
ejemplo, PD-1 humano), en que el primer anticuerpo aislado comprende una regién variable de
cadena pesada que comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRH1,
CDRH2 y CDRH3 y una region variable de cadena ligera que comprende las regiones de
determinacion de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en que:
a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYX;MX; (SEQ ID N° 39), en que:
X1esS0A;y
XoesNoS;
b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoécidos de SISSSSSYIYYADSVKG (SEQ ID
N° 22);
c. CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos de VGLMGPFXI (SEQ ID N° 115), en
que XesD o N;
d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVX;X,YLX3 (SEQ ID N° 43),
en que:
X1esS0G;
X,esR,S,0T;y
X3esGOoA;
e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de X;X,SX3RAT (SEQ ID N° 44), en
que:
X1esGOoA;
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XzesAoT;y
XzesT,S,RoN;y
f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoéacidos de QQYGX;1SPX,T (SEQ ID N° 45), en
que:
Xi1esSoT;y
XoesWoF;
en que el segundo anticuerpo aislado comprende una region variable de cadena pesada que
comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRH1, CDRH2 y
CDRH3 y una region variable de cadena ligera que comprende las regiones de determinacion
de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en que:
g. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYGMH (SEQ ID N° 75);
h. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de VIWX;DGSNX,YYADSVX;G
(SEQ ID N° 86), en que:
XiesYoF,
X,esKoE;y
Xzes Ko M;
i. CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos de NX;DX; (SEQ ID N° 87), en que:
Xi1esGoV;y
XzesHoOY,
j-  CDRL1 comprende la secuencia de aminoécidos de RASQSVSSNLA (SEQ ID N° 83);
k. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de GASTRAT (SEQ ID N° 84); y
I. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYNNWPRT (SEQ ID N° 85).
[0064] En algunas realizaciones de la composicién farmacéutica, CORH1, CDRH2, CDRH3,
CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del primer anticuerpo aislado comprenden las secuencias de
aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 20, 22, 24, 27, 30 y 36; 20, 22, 24, 29, 32 y 37; 20, 22,
24,29, 33y 38; 21, 22, 24, 27,30 y 36; 21, 22, 24, 29, 33 y 38; 20, 22, 24, 28, 31 y 36; 20, 22,
24, 29, 34y 36; 20, 22, 24, 29, 35y 38; 21, 22, 26, 27, 30 y 36; 21, 22, 26, 29, 32 y 37; 21, 22,
26, 29, 33y 38; 0 21, 22, 26, 29, 35 y 38, respectivamente, en que CDRH1, CDRH2, CDRH3,
CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del segundo anticuerpo aislado comprenden las secuencias de
aminoéacidos establecidas en SEQ ID N° 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 75, 76,
82, 83, 84 y 85; 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 6 75, 79, 81, 83, 84 y 85,
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respectivamente.
[0065] En algunas realizaciones de la composicién farmacéutica, la region variable de
cadena pesada y la region variable de cadena ligera del primer anticuerpo aislado comprenden las
secuencias de aminodcidos establecidasen SEQ IDN°1y14; 1y 16,1y 17;9y14;9y17; 10y
15;10y17;10y18;10y 19; 11y 15; 11y 14;11y 16;11y17;12y 14,12y 16; 12y 17; 12y
19; 13 y 15; 6 13 y 17, respectivamente, en que la region variable de cadena pesada y la region
variable de cadena ligera del segundo anticuerpo aislado comprenden las secuencias de
aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 66 y 74; 67y 74,68y 74; 69y 74, 70y 74; 71y 74; 72
y 74; 0 73 y 74, respectivamente.
[0066] En otro aspecto, la presente invencidon suministra un kit que comprende un primer
anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y un
segundo anticuerpo aislado que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en
que el primer anticuerpo aislado comprende una regién variable de cadena pesada que
comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRH1, CDRH2 y CDRH3
y una region variable de cadena ligera que comprende las regiones de determinacion de la
complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRLS3, en que:
a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYX;MX; (SEQ ID N° 39), en que:
X1esS0A;y
XoesNoS;
b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoécidos de SISSSSSY1YYADSVKG (SEQ ID
N° 22);
c. CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos de VGLMGPFXI (SEQ ID N° 115), en
que XesD o N;
d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVX;X,YLX3 (SEQ ID N° 43),
en que:
X1esS0G;
X,esR,S,0T;y
X3esGOoA;
e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de X;X,SX3RAT (SEQ ID N° 44), en
que:
X1esGOoA;
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XzesAoT;y
XzesT,S,RoN;y
f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoéacidos de QQYGX;SPX,T (SEQ ID N° 45), en
que:
Xi1esSoT;y
XoesWoF;
en que el segundo anticuerpo aislado comprende una region variable de cadena pesada que
comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRH1, CDRH2 y
CDRH3 y una region variable de cadena ligera que comprende las regiones de determinacion
de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en que:
g. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYGMH (SEQ ID N° 75);
h. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de VIWX;DGSNX,YYADSVX;G
(SEQ ID N° 86), en que:
XiesYoF,
X,esKoE;y
Xzes Ko M;
i. CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos de NX;DX; (SEQ ID N° 87), en que:
Xi1esGoV;y
XzesHoOY,
j-  CDRL1 comprende la secuencia de aminoécidos de RASQSVSSNLA (SEQ ID N° 83);
k. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de GASTRAT (SEQ ID N° 84); y
I. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYNNWPRT (SEQ ID N° 85).
[0067] En algunas realizaciones del kit, CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y
CDRL3 del primer anticuerpo aislado comprenden las secuencias de aminoécidos establecidas en
SEQ ID N° 20, 22, 24, 27, 30 y 36; 20, 22, 24, 29, 32 y 37; 20, 22, 24, 29, 33y 38; 21, 22, 24,
27,30y 36; 21, 22, 24, 29, 33y 38; 20, 22, 24, 28, 31y 36; 20, 22, 24, 29, 34 y 36; 20, 22, 24,
29,35y 38; 21, 22, 26, 27, 30 y 36; 21, 22, 26, 29, 32y 37; 21, 22, 26, 29, 33 y 38; 0 21, 22, 26,
29, 35y 38, respectivamente, en que CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del
segundo anticuerpo aislado comprenden las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID
N° 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 75, 77, 81, 83,84 y
85; 75, 78, 81, 83,84 y 85; 6 75, 79, 81, 83, 84 y 85, respectivamente.
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[0068] En algunas realizaciones del kit, la region variable de cadena pesada y la region
variable de cadena ligera del primer anticuerpo aislado comprenden las secuencias de
aminoacidos establecidas en SEQ IDN° 1y 14;1y 16,1y 17;9y 14,9y 17; 10y 15; 10y 17;
10y 18;10y 19;11y15;11y14;11y16;11y17;12y 14,12y 16; 12y 17; 12y 19; 13 y 15;
0 13 y 17, respectivamente, en que la region variable de cadena pesada y la region variable de
cadena ligera del segundo anticuerpo aislado comprenden las secuencias de aminoacidos
establecidas en SEQ ID N° 66y 74; 67y 74; 68y 74; 69y 74, 70y 74, 71y 74; 72y 74, 6 713 y
74, respectivamente.

[0069] En otro aspecto, la presente invencidon suministra un kit que comprende un primer
anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y un
segundo anticuerpo aislado que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en
que la regién variable de cadena pesada y la region variable de cadena ligera del primer
anticuerpo aislado comprenden las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 1y 14,
respectivamente, en que la region variable de cadena pesada y la regidn variable de cadena ligera
del segundo anticuerpo aislado comprenden las secuencias de aminoécidos establecidas en SEQ
ID N° 66 y 74, respectivamente.

[0070] En otro aspecto, la presente invencidon suministra un kit que comprende un primer
anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y un
segundo anticuerpo aislado que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en
que la regién variable de cadena pesada y la region variable de cadena ligera del primer
anticuerpo aislado comprenden las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 1y 14,
respectivamente, en que la region variable de cadena pesada y la region variable de cadena ligera
del segundo anticuerpo aislado comprenden las secuencias de aminoécidos establecidas en SEQ
ID N° 67 y 74, respectivamente.

[0071] En otro aspecto, la presente invencion suministra un kit que comprende un primer
anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y un
segundo anticuerpo aislado que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en
que la cadena pesada y la cadena ligera del primer anticuerpo aislado comprenden las secuencias
de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 51 y 59; 6 117 y 59, respectivamente, en que la
regién variable de cadena pesada y la region variable de cadena ligera del segundo anticuerpo

aislado comprenden las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 91 y 93; 92 y 93;
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0 120 y 93, respectivamente.
[0072] En otro aspecto, la presente invencidén suministra un kit que comprende un primer
anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y un
segundo anticuerpo aislado que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en
que la cadena pesada y la cadena ligera del primer anticuerpo aislado comprenden las secuencias
de aminodcidos establecidas en SEQ ID N° 51 y 59, respectivamente, en que la regién variable
de cadena pesada y la region variable de cadena ligera del segundo anticuerpo aislado
comprenden las secuencias de amino&cidos establecidas en SEQ ID N° 91 y 93, respectivamente.
[0073] En otro aspecto, la presente invencidon suministra un kit que comprende un primer
anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y un
segundo anticuerpo aislado que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en
que la cadena pesada y la cadena ligera del primer anticuerpo aislado comprenden las secuencias
de aminodcidos establecidas en SEQ ID N° 51 y 59, respectivamente, en que la region variable
de cadena pesada y la regidén variable de cadena ligera del segundo anticuerpo aislado
comprenden las secuencias de amino&cidos establecidas en SEQ ID N° 92 y 93, respectivamente.
En otro aspecto, la presente invencion suministra un kit que comprende un primer
anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y un
segundo anticuerpo aislado que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en
que la cadena pesada y la cadena ligera del primer anticuerpo aislado comprenden las secuencias
de amino&cidos establecidas en SEQ ID N° 51 y 59, respectivamente, en que la region variable
de cadena pesada y la regidén variable de cadena ligera del segundo anticuerpo aislado
comprenden las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 120 y 93,
respectivamente.
[0074] En otro aspecto, la presente invencion suministra un anticuerpo multiespecifico que
comprende una primera region de ligacion de antigeno que se liga especificamente a CTLA-4
(por ejemplo, CTLA-4 humano) y una segunda region de ligacién de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que la primera region de ligacion de
antigeno comprende una region variable de cadena pesada que comprende las regiones de
determinacion de la complementariedad CDRH1, CDRH2 y CDRH3 y una regién variable de
cadena ligera que comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRL1,
CDRL2 y CDRL3, en que:
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a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYX;MX; (SEQ ID N° 39), en que:

X1esS0A;y

XoesNoS;
b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoécidos de SISSSSSYIYYADSVKG (SEQ ID
N° 22);

C. CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos de VGLMGPFXI (SEQ ID N°
115),enque XesD o N;
d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSV X1 X,YLX3 (SEQ ID N° 43),
en que:

X1esS0G;

X,esR,S,0T;y

X3esGOoA;
e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de X;X,SX3RAT (SEQ ID N° 44), en
que:

X1esGoA;

XzesAoT;y

XzesT,S,RoN;y
f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYGX;1SPX,T (SEQ ID N° 45), en
que:

X1esSoT;y
X,esWoF;
en que la segunda region de ligacion de antigeno comprende una region variable de cadena
pesada que comprende las regiones de determinacién de la complementariedad CDRH1,
CDRH2 y CDRH3 y una region variable de cadena ligera que comprende las regiones de
determinacion de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en que:
g. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYGMH (SEQ ID N° 75);
h. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de VIWX;DGSNX,YYADSVX;3G
(SEQ ID N° 86), en que:

XiesYoF;

X,esKoE;y

Xzes Ko M;
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i. CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos de NX;DX; (SEQ ID N° 87), en que:

XiesGoV;y

XzesHoOY,

j.  CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVSSNLA (SEQ ID N° 83);

k. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de GASTRAT (SEQ ID N° 84); y

I. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYNNWPRT (SEQ ID N° 85).
[0075] En algunas realizaciones del anticuerpo multiespecifico, CDORH1, CDRH2, CDRH3,
CDRL1, CDRL2 y CDRL3 de la primera region de ligacion de antigeno comprenden las
secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 20, 22, 24, 27, 30 y 36; 20, 22, 24, 29, 32
y 37; 20, 22, 24, 29, 33 y 38; 21, 22, 24, 27,30 y 36; 21, 22, 24, 29, 33y 38; 20, 22, 24, 28, 31y
36; 20, 22, 24, 29, 34 y 36; 20, 22, 24, 29, 35y 38; 21, 22, 26, 27, 30 y 36; 21, 22, 26, 29, 32 y
37; 21, 22, 26, 29, 33 y 38; 6 21, 22, 26, 29, 35 y 38, respectivamente, y en que CDRH1,
CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 de la segunda region de ligacion de antigeno
comprenden las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 75, 76, 80, 83, 84 y 85;
75, 76, 81, 83, 84 y 85; 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 75, 78, 81, 83,84y 85; 0
75,79, 81, 83, 84 y 85, respectivamente.
[0076] En algunas realizaciones del anticuerpo multiespecifico, la region variable de cadena
pesada y la regidn variable de cadena ligera de la primera region de ligacion de antigeno
comprenden las secuencias de aminoacidos establecidasen SEQ IDN°1y 14;1y 16,1y 17;9y
14,9y 17;10y15;10y 17; 10y 18; 10y 19; 11y 15; 11y 14; 11y 16; 11y 17; 12y 14; 12 y
16; 12y 17; 12y 19; 13y 15; 6 13 y 17, respectivamente, y en que la region variable de cadena
pesada y la region variable de cadena ligera de la segunda region de ligacién de antigeno
comprenden las secuencias de aminoécidos establecidas en SEQ ID N° 66y 74; 67y 74; 68 y 74;
69y 74,70y 74,71y 74;72y74;06 73y 74, respectivamente.

En otro aspecto, la presente invencion suministra un anticuerpo multiespecifico que
comprende una primera region de ligacion de antigeno que se liga especificamente a CTLA-4
(por ejemplo, CTLA-4 humano) y una segunda region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que la primera region de ligacion de
antigeno comprende una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera
que comprenden las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 1 y 14,

respectivamente, en que la segunda region de ligacion de antigeno comprende una region
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variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera que comprenden las secuencias
de aminoécidos establecidas en SEQ ID N° 66 y 74, respectivamente.

[0077] En otro aspecto, la presente invencion suministra un anticuerpo multiespecifico que
comprende una primera region de ligacion de antigeno que se liga especificamente a CTLA-4
(por ejemplo, CTLA-4 humano) y una segunda region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que la primera region de ligacion de
antigeno comprende una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera
que comprenden las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 1 y 14,
respectivamente, y en que la segunda region de ligacion de antigeno comprende una region
variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera que comprenden las secuencias
de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 67 y 74, respectivamente.

[0078] En otro aspecto, la presente invencion suministra un anticuerpo multiespecifico que
comprende una primera region de ligacion de antigeno que se liga especificamente a CTLA-4
(por ejemplo, CTLA-4 humano) y una segunda region de ligacién de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que la primera region de ligacion de
antigeno comprende una cadena pesada y una cadena ligera que comprenden las secuencias de
aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 51 y 59; ou 117 y 59, respectivamente, en que la
segunda region de ligacion de antigeno comprende una cadena pesada y una cadena ligera que
comprenden las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N°91y 93; 92y 93; 6 120 y
93, respectivamente.

[0079] En otro aspecto, la presente invencion suministra un anticuerpo multiespecifico que
comprende una primera region de ligacion de antigeno que se liga especificamente a CTLA-4
(por ejemplo, CTLA-4 humano) y una segunda region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que la primera regién de ligacion de
antigeno comprende una cadena pesada y una cadena ligera que comprenden las secuencias de
aminoéacidos establecidas en SEQ ID N° 51 y 59, respectivamente, en que la segunda regién de
ligacion de antigeno comprende una cadena pesada y una cadena ligera que comprenden las
secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 91 y 93, respectivamente.

[0080] En otro aspecto, la presente invencion suministra un anticuerpo multiespecifico que
comprende una primera region de ligacion de antigeno que se liga especificamente a CTLA-4

(por ejemplo, CTLA-4 humano) y una segunda region de ligacion de antigeno que se liga
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especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que la primera region de ligacion de
antigeno comprende una cadena pesada y una cadena ligera que comprenden las secuencias de
aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 51 y 59, respectivamente, en que la segunda region de
ligacion de antigeno comprende una cadena pesada y una cadena ligera que comprenden las
secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 92 y 93, respectivamente.

[0081] En otro aspecto, la presente invencion suministra un anticuerpo multiespecifico que
comprende una primera region de ligacion de antigeno que se liga especificamente a CTLA-4
(por ejemplo, CTLA-4 humano) y una segunda region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que la primera region de ligacion de
antigeno comprende una cadena pesada y una cadena ligera que comprenden las secuencias de
aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 51 y 59, respectivamente, en que la segunda region de
ligacion de antigeno comprende una cadena pesada y una cadena ligera que comprenden las
secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 120 y 93, respectivamente.

[0082] Un anticuerpo multiespecifico comprende una primera region de ligacion de antigeno
que se liga especificamente a CTLA-4 humano e una segunda regién de ligacion de antigeno que
se liga especificamente a PD-1 humano, en que:

a. la primera region de ligacion de antigeno comprende una region variable de cadena pesada que
posee una secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia de linea germinal IGHV3-21
humana y, opcionalmente, una region variable de cadena ligera que posee una secuencia de
aminoacidos derivada de una secuencia de linea germinal IGKV3-20 6 IGKV3-11 humana; y/o
b. la segunda region de ligacion de antigeno comprende una region variable de cadena pesada
gue posee una secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia de linea germinal IGHV3-33
humana y, opcionalmente, una region variable de cadena ligera que posee una secuencia de
amino&cidos derivada de una secuencia de linea germinal IGKV3-15 humana.

[0083] En otro aspecto, la presente invencién suministra un método de ampliacién o
induccién de reaccion inmune en pacientes, en que el método comprende la administracion al
paciente de un anticuerpo multiespecifico descrito en el presente.

[0084] En otro aspecto, la presente invencion suministra un método de tratamiento de cancer
en pacientes, en que el método comprende la administracion al paciente de un anticuerpo
multiespecifico descrito en el presente.

[0085] En otro aspecto, la presente invencion suministra un método de tratamiento de
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enfermedades infecciosas en pacientes, en que el metodo comprende la administracion al
paciente de un anticuerpo multiespecifico descrito en el presente.

[0086] En otro aspecto, la presente invencion suministra una combinacion terapéutica, un
anticuerpo multiespecifico, un kit y/o una composicién farmacéutica descrita en el presente para
uso en el tratamiento de cancer, tratamiento de enfermedades infecciosas, incremento o
induccidn de reaccion inmunoldgica en pacientes.

[0087] En otro aspecto, la presente invencion suministra una combinacion terapéutica, un
anticuerpo multiespecifico, un kit y/o una composicién farmacéutica descrita en el presente para
uso en la preparacion de medicamentos para el tratamiento de cancer, tratamiento de
enfermedades infecciosas, incremento o induccion de reaccidén inmunoldgica en pacientes.

[0088] En otro aspecto, la presente invencién suministra el uso de una combinacion
terapéutica, un anticuerpo multiespecifico, un kit y/o una composicién farmacéutica descrita en
el presente en la preparacion de medicamentos para el tratamiento de cancer, tratamiento de
enfermedades infecciosas, incremento o induccion de reaccién inmunoldgica en pacientes. La
presente invencion también suministra el uso de la combinacion terapéutica o anticuerpo
multiespecifico para preparar un kit y/o una composicion farmacéutica para el tratamiento de
cancer, tratamiento de enfermedades infecciosas, incremento o induccion de reaccion
inmunoldgica en pacientes.

[0089] En algunas realizaciones de cualquier uno de los métodos, composiciones
farmacéuticas, combinaciones terapéuticas o Kkits descritos en el presente, el residuo de
aminoacido N-terminal de la region variable de cadena pesada y/o la region variable de cadena
ligera del primer anticuerpo se ha convertido en piroglutamato. En algunas realizaciones de
cualquier uno de los métodos, composiciones farmacéuticas, combinaciones terapéuticas o Kits
descritos en el presente, el residuo de aminoacido N-terminal de la region variable de cadena
pesada y/o la regidn variable de cadena ligera del segundo anticuerpo se ha convertido en
piroglutamato. En algunas realizaciones de cualquier uno de los métodos, composiciones
farmacéuticas, combinaciones terapéuticas o Kkits descritos en el presente, el residuo de
aminoacido N-terminal de la region variable de cadena pesada y/o la region variable de cadena
ligera del primer anticuerpo se ha convertido en piroglutamato y el residuo de aminoacido N-
terminal de la region variable de cadena pesada y/o la region variable de cadena ligera del

segundo anticuerpo se ha convertido en piroglutamato.
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[0090] En algunas realizaciones de cualquiera de los anticuerpos multiespecificos descritos
en el presente, el residuo de aminoacido N-terminal de la region variable de cadena pesada y/o la
region variable de cadena ligera de la primera region de ligacion de antigeno se ha convertido en
piroglutamato. En algunas realizaciones de cualquiera de los anticuerpos multiespecificos
descritos en el presente, el residuo de aminoacido N-terminal de la region variable de cadena
pesada y/o la region variable de cadena ligera de la segunda region de ligacion de antigeno se ha
convertido en piroglutamato. En algunas realizaciones de cualquiera de los anticuerpos
multiespecificos descritos en el presente, el residuo de aminoédcido N-terminal de la region
variable de cadena pesada y/o la region variable de cadena ligera de la primera region de ligacion
de antigeno se ha convertido en piroglutamato y el residuo de aminoacido N-terminal de la
region variable de cadena pesada y/o la region variable de cadena ligera de la segunda regién de
ligacion de antigeno se ha convertido en piroglutamato.

S. DESCRIPCION RESUMIDA DE LOS DIBUJOS

[0091] Las Figuras 1A y 1B son graficos que exhiben la produccion de IL-2 de PBMCs
humanas primarias luego de la incubacion con el superantigeno Enteroxina A de Staphylococcus
(SEA) en la presencia de titulacion de dosis de un anticuerpo anti-CTLA-4 AGEN1884 (1gG;) o
un anticuerpo control de isotipo (IgG;) en combinacién con 10 pg/ml de un anticuerpo anti-PD-1
AGEN2034 (IgG4 S228P) o un anticuerpo control de isotipo (IgG4 S228P). Son exhibidos en las
Figuras 1A y 1B los datos generados utilizando PBMCs de dos donantes distintos.

[0092] Las Figuras 2A y 2B son gréaficos que exhiben la produccion de IL-2 de PBMCs
humanas primarias luego de la incubacién con el superantigeno SEA en la presencia de titulacion
de dosis de un anticuerpo anti-CTLA-4 AGEN1884 (IgG;) en combinacion con 20 pg/ml de un
anticuerpo anti-PD-1 AGEN2034 (1gG4 S228P) o un anticuerpo control de isotipo (IgG4 S228P).
Son exhibidos en las Figuras 2A y 2B los datos generados utilizando PBMCs de dos donantes
distintos.

[0093] La Figura 3 es una serie de graficos que exhiben la produccion de IL-2 por PBMCs
humanas primarias luego de la incubacion con el superantigeno SEA en la presencia de 10 pg/ml
de un anticuerpo anti-CTLA-4 AGEN1884 (IgG1) o un anticuerpo control de isotipo (1gG;) en
combinacion con 10 pg/ml de un anticuerpo anti-PD-1 AGEN2034 (IgGs S228P) o un
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anticuerpo control de isotipo (IgG4 S228P). Cada gréafico en la Figura 3 exhibe datos generados
utilizando PBMCs de un donante distinto, segun lo indicado. Los valores p calculados son
exhibidos conforme sigue: ns = no significativo; * = p<0,05; ** = p<0,005.

[0094] La Figura 4 es una serie de graficos que exhiben la produccion de IL-2 por PBMCs
humanas primarias luego de incubacion con el superantigeno SEA en la presencia de 10 pg/ml
de un anticuerpo anti-CTLA-4 AGEN1884 (1gG;) o un anticuerpo control de isotipo (IgG;) en
combinacion con 10 pg/ml de un anticuerpo anti-PD-1 AGEN2034 (IgG, S228P) o un
anticuerpo control de isotipo (IgG4 S228P). Cada gréfico en la Figura 4 exhibe datos generados
utilizando PBMCs de un donante distinto, segun lo indicado. Los valores p calculados son
exhibidos como ns = no significativo, * = p<0,05, ** = p<0,005.

[0095] Las Figuras 5A-5C son una serie de gréaficos que exhiben el efecto de la combinacién
de anticuerpo anti-CTLA-4 AGEN1884 (IgGl) y anticuerpo anti-PD-1 AGEN2034 (IgG,
S228P) sobre la activacion y proliferacion de células T de memoria central en primatas no
humanos. La Figura 5A exhibe una estrategia de portal y graficos de citometria de flujo
representativos para poblaciones de células T de PBMCs primarias aisladas de monos
cynomolgus. En esta estrategia de portal, los linfocitos se han cerrado con base en dispersion
lateral (SSC-A) vs. dispersion frontal (FSC-A), seguida por aislados (FSC-A vs. FSC-H). Células
vivas han sido seleccionadas (SSC-A vs. tintura de amina NearlR) y, en seguida, se han
seleccionado células B CD20+ y células T CD3+. Las poblaciones de células T se han definido
conforme sigue: células T ingenuas CD4 (CD3+, CD4+, CD28+, CD95-), células T ingenuas
CD8 (CD3+, CD8+, CD28+, CD95-), células T de memoria central CD4 (CD3+, CD4+, CD28+,
CD95+), células T de memoria central CD8 (CD3+, CD8+, CD28+, CD95+), células T de
memoria efectora CD4 (CD3+, CD4+, CD28-, CD95+) y células T de memoria efectora CD8
(CD3+, CD8+, CD28-, CD95+). Las Figuras 5B y 5C exhiben graficos de citometria de flujo
representativos para las frecuencias de células T de memoria central CD4+ Ki67+ (en
proliferacion) o ICOS+ (activadas), o células T de memoria central CD8+ Ki67+ (en
proliferacion) o ICOS+ (activadas).

[0096] Las Figuras 6A-6D son una serie de graficos que exhiben la proliferacion y activacion
de células T de memoria central elevadas en PBMCs de monos cynomolgus tres dias después del
tratamiento con AGEN1884 (IgG;) y AGEN2034 (IgG, S228P), con relacion a los niveles antes
de la dosis (n = 4 animales, incluyendo el animal para el cual los graficos de citometria de flujo
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son exhibidos en la Figura 5). La frecuencia de cada una de las poblaciones de células T abajo se
ha determinado por citometria de flujo: células T de memoria central CD4" ICOS™ (Figura 6A);
células T de memoria central CD4" Ki67" (Figura 6B); células T de memoria central CD8"
ICOS™ (Figura 6C); y células T de memoria central CD8" Ki67" (Figura 6D).

[0097] Las Figuras 7A, 7B y 7C son una serie de alineaciones de secuencias La Figura 7A es
una alineacion de secuencias para CTLA-4 humano (SEQ ID N° 65), CTLA-4 de mono
cynomolgus (SEQ ID N° 108), CTLA-4 de ratas (SEQ ID N° 109) y CTLA-4 de ratones (SEQ
ID N° 110). Los puntos representan residuos idénticos a residuos humanos correspondientes. “*”
(asterisco) indica posiciones que poseen un solo residuo totalmente conservado. “:” (dos puntos)
indica conservacion entre grupos con propiedades con fuerte similaridad. “:” (punto) indica
conservacion entre grupos con propiedades con similaridad deficiente. Las Figuras 7B y 7C son
alineaciones de secuencias para CTLA-4 humano (residuos 1-144 y 145-223 de SEQ ID N° 65,
respectivamente), CTLA-4 de mono cynomolgus (residuos 1-144 y 145-223 de SEQ ID N° 108,
respectivamente), CD28 humano (residuos 1-127 y 128-220 de SEQ ID N° 111,
respectivamente), ICOS humano (residuos 1-124 y 125-199 de SEQ ID N° 112,
respectivamente), BTLA humano (residuos 1-125 y 126-289 de SEQ ID N° 113,
respectivamente) y PD-1 humano (residuos 1-143 y 144-288 de SEQ ID N° 96, respectivamente).
Las dos regiones que exhiben fuerte reduccion de absorcion de deuterio mientras CTLA-4
humano era ligado a AGEN1884-Fab encuéntranse subrayadas en las Figuras 7A-C: residuos 80-
82 (QVT, SEQ ID N° 102) y residuos 135-149 (YPPPYYLGIGNGTQI, SEQ ID N° 100),
numerados segin SEQ ID N° 65.

6. DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0098] La presente invencidn suministra anticuerpos que se ligan especificamente a CTLA-4
(por ejemplo, CTLA-4 humano) y/o PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) y antagonizan la funcion
de CTLA-4 y/o PD-1, por ejemplo, supresion inmunoldgica mediada por CTLA-4 y/o PD-1.
También se suministran composiciones y Kits farmacéuticos que comprenden dichos anticuerpos,
acidos nucleicos que codifican dichos anticuerpos, vectores de expresion y células hospedadoras
para la produccion de dichos anticuerpos y métodos de tratamiento de pacientes utilizando
dichos anticuerpos. Los anticuerpos aqui descritos son particularmente tiles para incrementar la
activacion de células T en respuesta a antigenos (por ejemplo, antigenos de tumores o0 antigenos

de enfermedades infecciosas) y asi para tratamiento de cancer en pacientes o tratamiento o
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prevencion de enfermedades infecciosas en pacientes.

[0099] Los técnicos apreciaran que un residuo de aminoacido glutamato (E) o glutamina (Q)
en el terminal N de una region variable de cadena pesada y/o region variable de cadena ligera de
cualquiera de los anticuerpos descritos en el presente (por ejemplo, anticuerpo anti-PD-1,
anticuerpo anti-CTLA4 o anticuerpo anti-CTLA-4/PD-1) puede, bajo dadas condiciones,
convertirse espontaneamente en piroglutamato por medio de ciclizacion post-traduccion del
grupo amino libre para formar una lactama. Consecuentemente, en dadas realizaciones de cada
uno de los métodos, usos, composiciones farmacéuticas, anticuerpos multiespecificos o kits
descritos en el presente, el residuo de aminoacido N-terminal de una 0 mas regiones variables de
cadena pesada y/o regiones variables de cadena ligera de un anticuerpo anti-PD-1, un anticuerpo
anti-CTLA-4 y/o un anticuerpo anti-CTLA-4/PD-1 se ha convertido en piroglutamato (por
ejemplo, como resultado de la ciclizacion post-traduccion del grupo amino libre del residuo E o
Q N-terminal).

6.1 Definiciones.

[00100] Segun lo utilizado en el presente, las expresiones “cerca de” y “aproximadamente”,
empleadas para modificar un valor numérico o rango numeérico, indican que variaciones de 5% a
10% a mas y 5% a 10% a menos del valor o rango permanecen incluidos en el significado
pretendido del valor o rango indicado.

[00101] Segun lo utilizado en el presente, el término “CTLA-4” designa la proteina asociada
al linfocito T citotdxico 4. Segun lo utilizado en el presente, la expresion “CTLA-4 humana”
designa una proteina CTLA-4 humana codificada por un gene CTLA-4 humano del tipo salvaje,
por ejemplo, el nimero de acceso GenBank® NM_005214.4 6 NM_001037631.2. Un ejemplo
de secuencia de aminoacidos inmatura de CTLA-4 humano es suministrado como SEQ ID N° 65.
[00102] Segun lo utilizado en el presente, el término “PD-1" designa la proteina de la muerte
celular programada 1. Segtin lo utilizado en el presente, la expresion “PD-1 humano” designa
una proteina PD-1 humana codificada por un gene PD-1 humano del tipo salvaje, por ejemplo, el
nimero de acceso GenBank® NM_005018.2, XM _006712573.2 6 XM _017004293.1. Un
ejemplo de secuencia de aminoacidos inmatura de PD-1 humano es suministrado como SEQ ID
N° 96.

[00103] Segun lo utilizado en el presente, los términos “anticuerpo” y “anticuerpos” incluyen

48



anticuerpos con longitud total, fragmentos de ligacidn de antigenos de anticuerpos con longitud
total y moléculas que comprenden CDRs, regiones VH o regiones VL de anticuerpos. Ejemplos
de anticuerpos incluyen anticuerpos monoclonales, anticuerpos producidos en condiciones
recombinantes, anticuerpos monoespecificos, anticuerpos multiespecificos (incluyendo
anticuerpos biespecificos), anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados, anticuerpos
quiméricos, inmunoglobulinas, anticuerpos sintéticos, anticuerpos tetraméricos que comprenden
dos moléculas de cadena pesada y dos de cadena ligera, un mondémero de cadena ligera de
anticuerpo, un monomero de cadena pesada de anticuerpo, un dimero de cadena ligera de
anticuerpo, un dimero de cadena pesada de anticuerpo, un par de cadena ligera de anticuerpo y
cadena pesada de anticuerpo, intracuerpos, anticuerpos heteroconjugados, anticuerpos de un solo
dominio, anticuerpos monovalentes, anticuerpos con una sola cadena o Fvs con una sola cadena
(scFv), anticuerpos camelizados, aficuerpos, fragmentos de Fab, fragmentos de F(ab’),, Fvs
ligados por disulfuro (sdFv), anticuerpos antiidiotipicos (anti-ld) (incluyendo, por ejemplo,
anticuerpos anti-anti-1d) y fragmentos de ligacion de antigenos de cualesquiera de los arriba. En
algunas realizaciones, los anticuerpos descritos en el presente designan poblaciones de
anticuerpos policlonales. Los anticuerpos pueden ser de cualquier tipo (por ejemplo, 1gG, IgE,
IgM, IgD, IgA o IgY), cualquier clase (por ejemplo, 1gG1, 19G,, 1gGs, 19G4, 1gA; 6 IgA), 0
cualquier subclase (por ejemplo, 19G,a 0 19G2p) de molécula de inmunoglobulina. En algunas
realizaciones, los anticuerpos descritos en el presente son anticuerpos IgG o una de sus clases
(por ejemplo, 1gG; 6 1gG, humano) o subclases. En una realizacion especifica, el anticuerpo es
un anticuerpo monoclonal humanizado. En otra realizacion especifica, el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal humano.

[00104] Los anticuerpos “multiespecificos” son anticuerpos con al menos dos locales de
ligacion de antigenos distintos. Los anticuerpos multiespecificos incluyen anticuerpos
biespecificos que contienen dos locales de ligacion de antigenos distintos (excluyendo la region
Fc). Ejemplos de anticuerpos multiespecificos incluyen anticuerpos producidos en condiciones
recombinantes, anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados, anticuerpos quimeéricos,
inmunoglobulinas, anticuerpos sintéticos, anticuerpos tetraméricos que comprenden dos
moléculas de cadena pesada y dos de cadena ligera, un monémero de cadena ligera de
anticuerpo, un monémero de cadena pesada de anticuerpo, un dimero de cadena ligera de

anticuerpo, un dimero de cadena pesada de anticuerpo, un par de cadena ligera de anticuerpo y
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cadena pesada de anticuerpo, intracuerpos, anticuerpos heteroconjugados, conjugados de droga y
anticuerpo, anticuerpos de un solo dominio, anticuerpos monovalentes, anticuerpos de una sola
cadena o Fvs de una sola cadena (scFv), anticuerpos camelizados, aficuerpos, fragmentos de Fab,
fragmentos de F(ab”)2, Fvs ligados por disulfuro (sdFv), anticuerpos antiidiotipicos (anti-ld)
(incluyendo, por ejemplo, anticuerpos anti-anti-ld) y fragmentos de ligacion de antigenos de
cualesquiera de los arriba. Los anticuerpos multiespecificos pueden ser de cualquier tipo (por
ejemplo, 1gG, IgE, IgM, IgD, IgA o IgY), cualquier clase (por ejemplo, IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4,
IgA1 6 IgA2), o cualquier subclase (por ejemplo, 1gG2a o 1gG2b) de molécula de
inmunoglobulina. En algunas realizaciones, los anticuerpos multiespecificos descritos en el
presente son anticuerpos 1IgG o una de sus clases (por ejemplo, IgG1l 6 1gG4 humano) o
subclases.

[00105] Segin lo utilizado en el presente, la expresion anticuerpo “anti-CTLA-4/PD-1”
designa un anticuerpo multiespecifico (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico) que contiene una
region de ligaciéon de antigeno que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4
humano) y una regién de ligacién de antigeno que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo,
PD-1 humano).

[00106] Segun lo utilizado en el presente, la expresion “CDR” o “region de determinacion de
la complementariedad” indica los locales de combinacion de antigenos no contiguos encontrados
en la region variable de polipéptidos de cadena ligera y pesada. Estas regiones especificas se han
descrito por Kabat et al, J. Biol. Chem. 252, 6609-6616 (1977) y Kabat et al, Sequences of
protein of immunological interest (1991), Chothia et al, J. Mol. Biol. 196: 901-917 (1987) y
MacCallum et al, J. Mol. Biol. 262: 732-745 (1996), todos los cuales son integralmente
incorporados por referencia, en que las definiciones incluyen sobreposiciones o subconjuntos de
residuos de aminoacidos en comparacion entre si. CDORH1, CDRH2 y CDRH3 indican los CDRs
de cadena pesada, mientras CDRL1, CDRL2 y CDRL3 indican los CDRs de cadena ligera.
[00107] Segun lo utilizado en el presente, la expresion “residuos de aminoacidos de cadena
principal (FR)” designa los aminoacidos en la region de la cadena principal de una cadena de
inmunoglobulina. La expresion “region de cadena principal” o “region FR”, segun lo utilizado en
el presente, incluye los residuos de aminoacidos que hacen parte de la region variable, pero no
son parte de las CDRs (por ejemplo, utilizando la definicion de Kabat o MacCallum de CDRs).

[00108] Segln lo utilizado en el presente, las expresiones “region variable” y “dominio
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variable” se utilizan de forma intercambiable y son comunes en la materia. La region variable se
refiere tipicamente a una parte de un anticuerpo, normalmente una parte de una cadena ligera o
pesada, tipicamente cerca de los 110 a 120 amino&cidos ¢ 110 a 125 aminoacidos amino-
terminales en la cadena pesada madura y cerca de 90 a 115 amino&cidos en la cadena ligera
madura, cuyas secuencias son extensamente distintas entre los anticuerpos y son utilizadas en la
ligacion y especificidad de un anticuerpo especifico para su antigeno especifico. La variabilidad
de secuencia se concentra en las regiones denominadas regiones determinantes de la
complementariedad (CDRs), mientras las regiones con conservacion mas alta en la region
variable son denominadas regiones de cadena principal (FR). Sin desear restricciones a ningdn
mecanismo o teoria especifica, se cree que las CDRs de las cadenas ligeras y pesadas son
principalmente responsables por la interaccién y especificidad del anticuerpo con antigeno. En
algunas realizaciones, la region variable es una region variable humana. En algunas
realizaciones, la region variable comprende CDRs murinas o de roedores y regiones de cadena
principal (FRs) humanas. En realizaciones especificas, la region variable es una region variable
de primatas (por ejemplo, primatas no humanos). En algunas realizaciones, la region variable
comprende CDRs murinas o de roedores y regiones de cadena principal (FRs) de primatas (por
ejemplo, primatas no humanos).

[00109] Las expresiones “VL” y “dominio VL” se utilizan en forma intercambiable para
designar la regién variable de cadena ligera de un anticuerpo.

[00110] Las expresiones “VH” y “dominio VH” se utilizan en forma intercambiable para
designar la region variable de cadena pesada de un anticuerpo.

[00111] Segun lo utilizado en el presente, las expresiones “region constante” y “dominio
constante” se utilizan de forma intercambiable y son comunes en la materia. La region constante
es una parte de anticuerpo, por ejemplo, una parte con terminal carboxila de una cadena ligera
y/o pesada que no participa directamente de la ligacién de un anticuerpo a un antigeno, pero
puede exhibir varias funciones efectoras, tales como la interaccion con el receptor Fc. La region
constante de una molécula de inmunoglobulina generalmente posee una secuencia de
aminoacidos mas conservada con relacion a una region variable de inmunoglobulina.

[00112] Segun lo utilizado en el presente, la expresion “cadena pesada”, al utilizarse con
referencia a un anticuerpo, puede referir-se a cualquier tipo distinto, como alfa (o), delta (9),

épsilon (g), gama (y) y mu (p), con base en la secuencia de aminoacidos del dominio constante,
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que genera las clases IgA, IgD, IgE, IgG e IgM de anticuerpos, respectivamente, incluyendo las
subclases de IgG, como, por ejemplo, 1gGy, 1gG,, 1gG3 e 1gGa.

[00113] Segln lo utilizado en el presente, la expresion “cadena ligera, al utilizarse con
referencia a un anticuerpo, puede designar cualquier tipo distinto, por ejemplo, capa (k) o lambda
(M), con base en la secuencia de aminoacidos de los dominios constantes. Las secuencias de
aminoacidos de cadena ligera son bien conocidas en la materia. En realizaciones especificas, la
cadena ligera es una cadena ligera humana.

[00114] La expresion “numeracion de Kabat” y términos similares son reconocidos en la
técnica y designan un sistema de numeracion de residuos de aminoacidos en las regiones
variables de cadena pesada y ligera de anticuerpos, o sus partes de ligacion de antigenos. En
algunos aspectos, las CDRs de un anticuerpo pueden determinarse segin el sistema de
numeracion de Kabat (véase, por ejemplo, Kabat, E. A. y Wu, T. T. (1971), Ann. NY Acad. Sci.
190: 382-391 y Kabat, E. A. et al (1991), Sequences of Proteins of Immunological Interest,
quinta edicion, Departamento de la Salud y de los Servicios Humanos de los Estados Unidos,
Publicacion NIH n° 91-3242, todos los cuales incorporados integralmente al presente por
referencia). Utilizando el sistema de numeracion de Kabat, las CDRs en una molécula de cadena
pesada de anticuerpo estan tipicamente presentes en las posiciones de aminoacidos 31 a 35, que
pueden opcionalmente incluir uno o dos aminoacidos adicionales, siguiendo 35 (indicado en el
esquema de numeracién de Kabat como 35A y 35B) (CDRL1), las posiciones de aminoécidos 50 a
65 (CDR2) y las posiciones de aminoacidos 95 a 102 (CDR3). Utilizando el sistema de
numeracion de Kabat, CDRs en una molécula de cadena ligera de anticuerpo estan tipicamente
presentes en las posiciones de aminoacidos 24 a 34 (CDRL1), posiciones de aminoacidos 50 a 56
(CDR?2) y posiciones de aminoacidos 89 a 97 (CDR3). En una realizacion especifica, las CDRs
de los anticuerpos descritos en el presente se han determinado segun el esquema de numeracién
de Kabat.

[00115] Segun lo utilizado en el presente, las expresiones “regién constante” y “dominio
constante” son intercambiables y poseen su significado comtn en la materia. La region constante
es una parte de anticuerpo, por ejemplo, una parte con terminal carboxila de una cadena ligera
y/o pesada que no participa directamente de la ligacién de un anticuerpo a un antigeno, pero
puede exhibir varias funciones efectoras, como la interaccién con el receptor Fc. La region

constante de una molécula de inmunoglobulina generalmente posee una secuencia de
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aminoacidos méas conservada con relacion a una region variable de inmunoglobulina.

[00116] Segun lo utilizado en el presente, la expresion “cadena pesada”, al utilizarse con
referencia a un anticuerpo, puede referir-se a cualquier tipo distinto, como alfa (o), delta (9),
épsilon (g), gama (y) y mu (n), con base en la secuencia de aminoacidos del dominio constante,
que genera las clases IgA, IgD, IgE, IgG e IgM de anticuerpos, respectivamente, incluyendo las
subclases de IgG, como, por ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3 e 1gG4.

[00117] Segln lo utilizado en el presente, la expresion “cadena ligera”, al utilizarse con
referencia a un anticuerpo, puede designar cualquier tipo distinto, por ejemplo, capa (k) o lambda
(M), con base en la secuencia de aminoacidos de los dominios constantes. Las secuencias de
aminoacidos de cadena ligera son bien conocidas en la técnica. En realizaciones especificas, la
cadena ligera es una cadena ligera humana.

[00118] Segun lo utilizado en el presente, la expresion “sistema de numeracion UE” designa
la convencion de numeracién de la UE para las regiones constantes de anticuerpos, segin lo
descrito en Edelman, G. M. et al, Proc. Natl. Acad. U. S. A. 63, 78-85 (1969) y Kabat et al,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, Departamento de la Salud y de los Servicios
Humanos, quinta edicion, 1991.

[00119] “Afinidad de ligacion” designa, en forma general, la resistencia de la suma total de
interacciones no covalentes entre un solo local de ligacion de una molécula (por ejemplo, un
anticuerpo) y su parcero de ligacién (por ejemplo, un antigeno). A menos que indicado en
contrario, segun lo utilizado en el presente, “afinidad de ligacion” designa la afinidad de ligacion
intrinseca que indica interaccion 1:1 entre los miembros de un par de ligacién (por ejemplo,
anticuerpo y antigeno). La afinidad de una molécula X por su parcero Y puede normalmente
representarse por la constante de disociacion (Kp). La afinidad puede mensurarse y/o expresarse
en una serie de formas conocidas en la técnica, incluyendo, pero sin limitacion, la constante de
disociacién de equilibrio (Kp) y la constante de asociacion de equilibrio (Ka). El Kp se calcula
desde el cociente de Kof/kon, mientras Ka es calculado desde el cociente de Kon/Kofr. Kon designa la
constante de velocidad de asociacion, por ejemplo, de un anticuerpo a un antigeno y K designa
la disociacion, por ejemplo, de un anticuerpo a un antigeno. kon Yy Kot pueden determinarse por
medio de métodos conocidos de los expertos comunes en la materia, como BlAcore® o KinEXA.
[00120] Segin lo utilizado en el presente, las expresiones “ligarse especificamente”,

“reconocer especificamente, “ligarse inmunoespecificamente” y “reconocer
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inmunoespecificamente” son expresiones analogas en el contexto de los anticuerpos y designan
moléculas que se ligan a un antigeno (por ejemplo, epitopo o complejo inmune), en la forma en
que dicha ligacion es comprendida por los expertos en la materia. Una molécula que se liga
especificamente a un antigeno, por ejemplo, puede ligarse a otros péptidos o polipéptidos,
normalmente con afinidad mas baja, segin lo determinado, por ejemplo, por inmunoensayos,
BlAcore®, instrumento KinExA 3000 (Sapidyne Instruments, Boise ID) u otros ensayos
conocidos en la materia. En una realizacion especifica, las moléculas que se ligan
especificamente a un antigeno se ligan al antigeno con Ka que es al menos 2 logs, 2,5 logs, 3
logs, 4 logs 0 mas que el Ka cuando las moléculas se ligan no especificamente a otro antigeno.

[00121] En otra realizacion, las moléculas que se ligan especificamente a un antigeno no
presentan reaccion cruzada con otras proteinas bajo condiciones de ligacién similares. En una
realizacion especifica, un anticuerpo anti-CTLA-4, anticuerpo anti-PD-1 y un anticuerpo anti-
CTLA-4/anti-PD1 no presentan reaccién cruzada con otras proteinas anti-CTLA-4, proteinas no
PD-1 y proteinas no CTLA-4 y no PD-1, respectivamente. En una realizacion especifica, se
suministra en el presente un anticuerpo que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo,
CTLA-4 humano) y/o PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) con més afinidad que a otro antigeno
no relacionado. En algunas realizaciones, se suministra en el presente un anticuerpo que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano y/o PD-1 (por ejemplo, PD-1
humano) con afinidad 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95% o0 mas alta que otro antigeno no relacionado, segin lo medido, por
ejemplo, por radioinmunoensayo, resonancia de plasma de superficie o ensayo de exclusion
cinética. En una realizacién especifica, la exencién de ligacion de un anticuerpo anti-CTLA-4
descrito en el presente a una proteina no CTLA-4 no relacionada es de menos de 10%, 15% 6
20% de la ligacién del anticuerpo a proteina CTLA-4, segin lo medido, por ejemplo, por un
radioinmunoensayo. En otra realizacidn especifica, la exencion de ligacidn de un anticuerpo anti-
PD-1 descrito en el presente a una proteina no PD-1 no relacionada es de menos de 10%, 15% 6
20% de la ligacion del anticuerpo a la proteina PD-1, segin lo medido, por ejemplo, por un
radioinmunoensayo. En otra realizacion especifica, la exencion de ligacion de un anticuerpo anti-
CTLA-4/PD-1 descrito en el presente a una proteina no CTLA-4 y no PD-1 no relacionada es de
menos de 10%, 15% 6 20% de la ligacién del anticuerpo a la proteina CTLA-4 y/o PD-1, segun

lo medido, por ejemplo, por un radioinmunoensayo.
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[00122] Segun lo utilizado en el presente, la expresion “afucosilacion” o “afucosilado”, en el
contexto de Fc, designa falta substancial de fucosa covalentemente ligada, directa o
indirectamente, al residuo 297 de la region Fc de 1gG; humano, numerada segun el indice UE
(Kabat et al, Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta edicion, Servicio Pablico
de Salud, Instituto Nacional de la Salud, Bethesda MD (1991)) o el residuo correspondiente en
inmunoglobulinas no de 19G; o 1gG; no humanas. Asi, en una composicion que comprende una
serie de anticuerpos afucosilados, por lo menos 70% de los anticuerpos no serdn fucosilados,
directa o indirectamente (por ejemplo, por azlcares intervinientes en el residuo 297 de la region
Fc de los anticuerpos vy, en algunas realizaciones, al menos 80%, 85%, 90%, 95% & 99% no
seran fucosilados, directa o indirectamente, en el residuo 297 de la regién Fc.

[00123] Segun lo utilizado en el presente, “epitopo” es un término de la técnica y designa una
region localizada de un antigeno al cual puede ligarse especificamente un anticuerpo. Un epitopo
puede ser, por ejemplo, aminoacidos contiguos de un polipéptido (epitopo linear o contiguo) o un
epitopo puede, por ejemplo, venir de dos 0 mas regiones no contiguas de uno o mas polipéptidos
(epitopo de conformacion, no linear, descontinuo o no contiguo). En algunas realizaciones, el
epitopo al cual se liga un anticuerpo puede determinarse, por ejemplo, por espectroscopia de
NMR, estudios de cristalografia de difraccion de rayos X, ensayos ELISA, intercambio de
hidrogeno y deuterio acoplado a la espectrometria de masa (por ejemplo, espectrometria de masa
por electropulverizacion de cromatografia de liquidos), ensayos de escaneo de oligopéptidos con
base en conjuntos y/o mapeo de mutagénesis (por ejemplo, mapeo de mutagénesis dirigida a
local). Para la cristalografia de rayos X, la cristalizacién puede realizarse utilizando cualquiera
de los métodos conocidos en la materia (por ejemplo, Giegé, R. et al (1994), Acta Crystallogr. D.
Biol. Crystallogr. 50 (Parte 4): 339-350; McPherson, A. (1990), Eur. J. Biochem. 189: 1-23;
Chayen, N. E. (1997), Structure 5: 1269-1274; McPherson, A. (1976), J. Biol. Chem. 251: 6300-
6303), Antibody: antigen crystals may be studied using well known X-ray diffraction techniques
and may be refined using computer software such as X-PLOR (Universidad de Yale, 1992,
distribuido por Molecular Simulations, Inc.; véase, por ejemplo, Meth. Enzymol. (1985), vols.
114y 115, eds. Wyckoff, H. W. et al; US 2004/0014194); y BUSTER (Bricogne, G. (1993), Acta
Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 49 (Parte 1): 37-60; Bricogne, G. (1997), Meth. Enzymol.
276A: 361-423, ed. Carter, C. W.; Roversi, P. et al (2000), Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr.

56 (Parte 10): 1316-1323). Los estudios de mapeo de mutagenesis pueden realizarse utilizando

55



cualquier método conocido por los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Champe, M. et al
(1995), J. Biol. Chem. 270: 1388-1394 y Cunningham, B. C. & Wells, J. A. (1989), Science 244:
1081-1085, para la descripcion de métodos de mutagénesis, incluyendo los métodos de
mutagénesis por escaneo de alanina. En una realizacion especifica, el epitopo de un anticuerpo es
determinado utilizando estudios de mutagénesis por escaneo de alanina.

[00124] Segun lo utilizado en el presente, los términos “tratar”, “tratando” y “tratamiento”
designan medidas terapéuticas o preventivas descritas en el presente. Los métodos de
“tratamiento” emplean la administracion de anticuerpos a pacientes portadores de una
enfermedad o afeccion, o previamente dispuestos a poseer dicha enfermedad o afeccion, para
evitar, curar, retardar, reducir la severidad o mejorar uno o mas sintomas de la enfermedad o
afeccion, o enfermedad o afeccion recurrente, o para prolongar la sobrevivencia de pacientes mas
alla de lo esperado en la ausencia de dicho tratamiento.

[00125] Segun lo utilizado en el presente, la expresion “combinacion terapéutica” designa la
combinacion de una primera terapia y de la segunda terapia administrada a un paciente. La
primera terapia y la segunda terapia pueden administrarse simultdneamente (en la misma
composicion farmacéutica o en composiciones farmacéuticas separadas) o secuencialmente en
cualquier orden.

[00126] Segun lo utilizado en el presente, la expresion “cantidad eficaz”, en el contexto de la
administracién de terapia a pacientes, designa la cantidad de terapia que alcanza un efecto
profilactico o terapéutico deseado. La cantidad eficaz de una combinacion terapéutica de una
primera terapia y una segunda terapia incluye una primera cantidad de la primera terapia y una
segunda cantidad de la segunda terapia, en que la administracion de la combinacion terapéutica
alcanza un efecto terapéutico o profilactico deseado.

[00127] Segun lo utilizado en el presente con relacién a la reaccién de cancer a la terapia, los
términos “refractario” y “resistente” poseen su significado reconocido en la materia y se utilizan
en forma intercambiable.

[00128] Segun lo utilizado en el presente, el término “paciente” incluye cualquier animal
humano o no humano.

[00129] Segun lo utilizado en el presente, la expresion “célula hospedadora” puede ser
cualquier clase de célula, por ejemplo, una célula primaria, una célula en cultivo o una célula de

una linea celular. En realizaciones especificas, la expresion “célula hospedadora” designa una
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célula transfectada con una molécula de &cido nucleico y su descendencia o descendencia
potencial de dicha célula. La descendencia de dicha célula no es necesariamente idéntica a la
celula parental transfectada con la molécula de &cido nucleico, por ejemplo, debido a mutaciones
o influencias ambientales que pueden ocurrir en generaciones sucesivas o la integracion de la
molécula de acido nucleico en el genoma de la célula hospedadora.

[00130] La determinacion de “porcentaje de identidad” entre dos secuencias (por ejemplo,
secuencias de aminoécidos o secuencias de &cidos nucleicos) puede también realizarse utilizando
un algoritmo matemético. Un ejemplo especifico no limitador de un algoritmo matematico
utilizado para la comparacion de dos secuencias es el algoritmo de Karlin, S. y Altschul, S. F.
(1990), PNAS 87: 2264-2268, alterado como en Karlin, S. y Altschul, S. F. (1993), PNAS 90:
5873-5877. Ese algoritmo es incorporado a los programas NBLAST y XBLAST de Altschul, S.
F. et al (1990), J. Mol. Biol. 215: 403. Pueden realizarse busquedas de nucle6tidos BLAST con
los pardmetros definidos por el programa de nucle6tidos NBLAST, por ejemplo, para evaluacion
= 100, longitud de la palabra = 12, para obtener secuencias de nucleétidos homologas a las
moléculas de acido nucleico descritas en el presente. Pueden realizarse busquedas de proteinas
BLAST con los pardmetros definidos por el programa XBLAST, por ejemplo, para evaluacién =
50, longitud de la palabra = 3, para obtener secuencias de aminoacidos homdlogas a las
moléculas de proteinas descritas en el presente. Para obtener alineaciones en espacios para fines
de comparacion, BLAST en espacios puede utilizarse segun lo descrito en Altschul, S. F. et al
(1997), Nucl. Acids Res. 25: 3389-3402. Alternativamente, PSI BLAST puede utilizarse para
realizar una busqueda iterada para detectar relaciones distantes entre las moléculas (Id.). Al
utilizarse los programas BLAST, BLAST con espacios y PSI BLAST, los parametros estandar de
los programas correspondientes (por ejemplo, de XBLAST y NBLAST) pueden utilizarse (véase,
por ejemplo, el National Center for Biotechnology Information (NCBI) en worldwide web,
ncbi.nim.nih.gov). Otro ejemplo no limitador especifico de un algoritmo matematico utilizado
para la comparacion de secuencias es el algoritmo de Myers y Miller, 1988, CABIOS 4: 11-17.
Dicho algoritmo es incorporado al programa ALIGN (version 2.0), que es una parte del paquete
de software de alineacion de secuencias GCG. Al utilizarse el programa ALIGN para la
comparacion de secuencias de aminoacidos, una tabla de residuos de peso PAM120, penalidad
de longitud de espacio de 12 y penalidad de espacio de 4 pueden utilizarse. El porcentaje de

identidad entre dos secuencias puede determinarse utilizando métodos similares a los descritos
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arriba, con y sin la permision de espacios. Al calcularse el porcentaje de identidad, tipicamente
solo se cuentan las coincidencias exactas.

[00131] Segun lo utilizado en el presente, el término “internalizacion” o “internalizado”
designa la absorcion de un anticuerpo en un compartimiento intracelular de una célula, por
medio de ligacion del anticuerpo a un antigeno expresado en la superficie de la célula.

6.2  Anticuerpos:
6.2.1 Anticuerpos anti-CTLA-4:

[00132] En un aspecto, la presente invencion suministra anticuerpos que se ligan
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y antagonizan la funcion de CTLA-
4. También se suministran en el presente anticuerpos multiespecificos que comprenden una
primera region de ligacién de antigeno que se liga especificamente a CTLA-4 humano (por
ejemplo, CTLA-4 humano) y, opcionalmente, una segunda region de ligacién de antigeno que no
se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano). Las secuencias de

aminoacidos de ejemplos de anticuerpos son descritas en las Tablas 1 a 5 del presente.

Tabla 1. Secuencias de aminoacidos de ejemplos de anticuerpos anti-CTLA-4*:

SEQ Descripcion Secuencia de aminoacidos
ID N°
1 AGEN1884 VH EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVRQAP

GKGLEWVSSISSSSSYIYYADSVKGRETISRDNAKNSLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCARVGLMGPEDIWGQGTMVTVSS

9 BADD412-2356 VH EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTEFSSYAMSWVRQAP
GKGLVWVSSISSSSSYIYYADSVKGRETISRDNAKNSLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCARVGLMGPEDIWGQGTMVTVSS

10 BADD412-2357 VH EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVRQAP
GKGLEWVSSISSSSSYIYYADSVKGREFTISRDNAKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCARVGLMGPEFDIWGQGTMVTVSS

11 BADD412-2358 VH EVOLLESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVRQAP
GKGLEWVSSISSSSSYIYYADSVKGREFTISRDNAKNSLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCARVGLMGPEFDIWGQGTMVTVSS

12 BADD412-2359 VH EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLVWVSSISSSSSYIYYADSVKGREFTISRDNAKNSLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCARVGLMGPENIWGQGTMVTVSS

13 BADD412-2360 VH EVOLVESGGGLVQPGGSLTLSCAASGEFTFSSYSMNWVRQAP
GKGLEWVSSISSSSSYIYYADSVKGRETISRDNAKNSLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCARVGLMGPEDIWGQGTMVTVSS

14 AGEN1884 VL EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSRYLGWYQQKPG
QAPRLLIYGASTRATGIPDRESGSGSGTDEFTLTITRLEPED
FAVYYCQQYGSSPWTEFGQGTKVEIK
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SEQ Descripcion Secuencia de aminoécidos
ID N°
15 BADD412-2367 VL EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVGTYLAWYQHKVG
QAPRLLIYGASRRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPED
FAVYYCQQYGSSPWTEFGQGTKVEIK
16 BADD412-2382 VL EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPG
QAPSLLIYATSSRATGIPDRFSGSVSGTDFTLTISRLEPED
FAVYYCQQYGTSPWTEFGQGTKVEIK
17 BADD412-2384 VL EIVLTQSPATLSFSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPG
QAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTFTISRLEPED
FAVYYCQQYGSSPFTFGPGTKVDIK
18 BADD412-2390 VL EIVLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPG
QAPRLLIYAASTRATGIPDRFSGSASGTDFTLTISRLEPED
FAVYYCQQYGSSPWTFGQGTKVEIK
19 BADD412-2393 VL EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQOKPG
QAPRLLIYGASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPED
FAVYYCQQYGSSPFTFGPGTKVDIK
20 CDRH1 SYSMN
21 CDRH1 SYAMS
22 CDRH2 SISSSSSYIYYADSVKG
24 CDRH3 VGLMGPFDI
26 CDRH3 VGLMGPFNI
277 CDRL1 RASQSVSRYLG
28 CDRL1 RASQSVGTYLA
29 CDRL1 RASQSVSSYLA
30 CDRL2 GASTRAT
31 CDRL2 GASRRAT
32 CDRL2 ATSSRAT
33 CDRL2 GASSRAT
34 CDRL?2 AASTRAT
35 CDRL2 GASNRAT
36 CDRL3 QQYGSSPWT
37 CDRL3 QQYGTSPWT
38 CDRL3 QOQYGSSPFT
39 secuencia de SYX;MX,, en que
consenso de CDRHI1 X, es S o A; vy
X, es N o S
115 secuencia de VGLMGPFXI, en que
consenso 1 de CDRH3 | X es D o N
43 secuencia de RASQSVX:X,YLX3, en que
consenso de CDRL1 X, es S o G;
X, es R, S, o T; y
X3 es G o A
44 secuencia de X1X,SX3RAT, en que
consenso de CDRL2 X, es G o A;
X, es Ao T; vy
Xy es T, S, R, o N
45 secuencia de QQYGX;SPX,T, en que

consenso de CDRL3

Xy es S o T; y
X, es W o F
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SEQ Descripcion Secuencia de aminoacidos
ID N°
116 secuencia de EVQLX{ESGGGLVX,PGGSLX3LSCAASGEFTFSSYX MXsWVR
consenso de VH QOAPGKGLXWVSSISSSSSYIYYADSVKGRFTISRDNAKNX-,
LYLOMNSLRAEDTAVYYCARVGLMGPFXgIWGQGTMVTVSS
, en que
X, es V o L;
X, es K o Q;
X3 es R o T;
X4y es S o A;
Xs es N o S;
X¢ es E o V;
X;es S o T; vy
Xg es D o N
47 secuencia de EIVLTQSPX;TLSX,SPGERATLSCRASQSVX3X,YLXsWYQOX
consenso VL cKX7GOAPXgLLIYXoX19SX1;RATGIPX,RFSGSX3SGTDF
TX14TIX15X1¢LEPEDFAVYYCQQYGX;7SPX,3TFGX,oGTKV
X20IK, en que
X, es G o A;
X, es L, V, o F;
X3 es S o Gy
Xy es R, T, o S;
Xs es G o A;
Xg es Q o H;
X, es P o V;
Xg es R o S;
X9 es G 0o A;
X190 €es A o T;
Xy, es T, R, S, o N;
X1, es D o A;
X3 es G, V, o A;
X134 es L o F;
X5 es T o S;
X6 €s R o S;
X7 es S o Ty
Xig €s W o F;
Xi9 €s Q 0 P; vy
X0 es E o D
48 Secuencia de la EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVRQAP
linea germinal: GKGLEWVSSISSSSSYIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQ
IGHV3-21*01 MNSLRAEDTAVYYCAR
49 Secuencia de la EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKP
linea germinal: GOAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPE
IGKV3-20*01 DFAVYYCQQYGSSP
50 Secuencia de la EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPG

linea germinal:
IGKV3-11*01

OAPRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPED
FAVYYCQQRSNWPP
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SEQ
ID N°

Descripcion

Secuencia de aminoacidos

51

Cadena pesada de
AGEN1884 (IgGl)

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTEFSSYSMNWVRQAP
GKGLEWVSSISSSSSYIYYADSVKGRETISRDNAKNSLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCARVGLMGPEDIWGQGTMVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSK
LTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

52

Cadena pesada de
AGEN1884 (IgGl
S239D/I332E)

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTESSYSMNWVRQAP
GKGLEWVSSISSSSSYIYYADSVKGRETISRDNAKNSLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCARVGLMGPEFDIWGQGTMVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPDVEFLEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPEEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSK
LTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

53

Cadena pesada de
AGEN1884 (IgGl
S239D/A330L/I332E)

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTESSYSMNWVRQAP
GKGLEWVSSISSSSSYIYYADSVKGRETISRDNAKNSLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCARVGLMGPEDIWGQGTMVTVSSASTKG
PSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPDVEFLEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPLPEEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSK
LTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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Cadena pesada de
AGEN1884 (IgGl
L235V/F243L/R292P/Y
300L/P396L)

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTEFSSYSMNWVRQAP
GKGLEWVSSISSSSSYIYYADSVKGRETISRDNAKNSLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCARVGLMGPEDIWGQGTMVTVSSASTKG
PSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELVGGPSVEFLLPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHN
AKTKPPEEQYNSTLRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPLVLDSDGSEFFLYSK
LTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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SEQ
ID N°

Descripcion

Secuencia de aminoacidos

117

Cadena pesada de
AGEN2041 (IgG2)

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTEFSSYSMNWVRQAP
GKGLEWVSSISSSSSYIYYADSVKGRETISRDNAKNSLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCARVGLMGPEDIWGQGTMVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVITVPSSNEGTQTYTCNVDH
KPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLEFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAP
IEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGE
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSEFFLYSKLTVD
KSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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Cadena ligera de
AGEN1884

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSRYLGWYQQKPG
OAPRLLIYGASTRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTITRLEPED
FAVYYCQOQYGSSPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDE
QLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV
TKSFNRGEC

60

IgGl

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYI
CNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
G

61

IgGl S239D/I332E

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSW
NSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYI
CNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPDV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCK
VSNKALPAPEEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
G

62

IgGl
S239D/A330L/I332E

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSW
NSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYI
CNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPDV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCK
VSNKALPLPEEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
G

62




SEQ Descripcion
ID N°

Secuencia de aminoacidos

63 IgGl
L235V/F243L/R292P/Y
300L/P396L

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSW
NSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYI
CNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELVGGPSV
FLLPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDG
VEVHNAKTKPPEEQYNSTLRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPLVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
G

118 | I1gG2

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSNEGTQTYT
CNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFELEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQENWYVDGVEVH
NAKTKPREEQEFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNK
GLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFEFFLYS
KLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

64 Regidén constante de
cadena ligera

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVQOW
KVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

* Las CDRs se definen segun el sistema de numeracion de Kabat.

Tabla 2. Secuencias de aminoacidos de CDR de cadena pesada de ejemplos de anticuerpos anti-

CTLA-4*;
VH CDRH1 CDRH?2 CDRHS3

(SEQ ID N) (SEQ ID N) (SEQ ID N°) (SEQ ID N°)

AGEN1884 VH (1) SYSMN (20) SISSSSSYIYYADSVK |VGLMGPFDI (24)
G (22)

BADD412-2356 VH |SYAMS (21) SISSSSSYIYYADSVK |VGLMGPFDI (24)
(9) G (22)

BADD412-2357 VH |SYSMN (20) SISSSSSYIYYADSVK |VGLMGPFDI (24)
(10) G (22)

BADD412-2358 VH |SYSMN (20) SISSSSSYIYYADSVK |VGLMGPFDI (24)
(11) G (22)

BADD412-2359 VH |SYAMS (21) SISSSSSYIYYADSVK |VGLMGPEFNI (26)
(12) G (22)

BADD412-2360 VH |SYSMN (20) SISSSSSYIYYADSVK |VGLMGPFDI (24)
(13) G (22)

* Definido segun el sistema de numeracion de Kabat.

Tabla 3. Secuencias de aminoacidos de CDR de cadena ligera de ejemplos de

anticuerpos anti-CTLA-4*:

VL CDRL1 CDRL2 CDRLS3
(SEQ ID N) (SEQ ID N°) (SEQ ID N°) (SEQ ID N°)
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VL CDRL1 CDRL2 CDRL3
(SEQ ID N) (SEQ ID N?) (SEQ ID N°) (SEQ ID N?)
AGEN1884 VL (14) |RASQSVSRYLG (27) |GASTRAT (30) QOQYGSSPWT (36)
BADD412-2367 VL |RASQSVGTYLA (28) GASRRAT (31) QQYGSSPWT (306)
(15)
BADD412-2382 VL |RASQSVSSYLA (29) |ATSSRAT (32) QQYGTSPWT (37)
(16)
BADD412-2384 VL |RASQSVSSYLA (29) GASSRAT (33) QQYGSSPFEFT (38)
(17)
BADD412-2390 VL |RASQSVSSYLA (29) |AASTRAT (34) QQYGSSPWT (306)
(18)
BADD412-2393 VL |RASQSVSSYLA (29) GASNRAT (35) QQYGSSPFEFT (38)
(19)

* Definido segun el sistema de numeracion de Kabat.

Tabla 4. Ejemplos de anticuerpos anti-CTLA-4:

Anticuerpo Regidn variable de cadena SEQ Regidn variable de | SEQ ID
pesada ID N° cadena ligera N°
AGEN1884 AGEN1884 VH 1 AGEN1884 VL 14
AGEN1885 AGEN1884 VH 1 BADDA412-2382 VL 16
AGEN1886 AGEN1884 VH 1 BADD412-2384 VL 17
AGEN1887 BADD412-2356 VH 9 AGEN1884 VL 14
AGEN1888 BADD412-2356 VH 9 BADD412-2384 VL 17
AGEN1889 BADD412-2357 VH 10 BADDA412-2367 VL 15
AGEN1890 BADD412-2357 VH 10 BADD412-2384 VL 17
AGEN1891 BADD412-2357 VH 10 BADD412-2390 VL 18
AGEN1892 BADD412-2357 VH 10 BADD412-2393 VL 19
AGEN1893 BADD412-2358 VH 11 BADD412-2367 VL 15
AGEN1894 BADD412-2358 VH 11 AGEN1884 VL 14
AGEN1895 BADD412-2358 VH 11 BADD412-2382 VL 16
AGEN1896 BADD412-2358 VH 11 BADDA412-2384 VL 17
AGEN1897 BADD412-2359 VH 12 AGEN1884 VL 14
AGEN1898 BADD412-2359 VH 12 BADD412-2382 VL 16
AGEN1899 BADD412-2359 VH 12 BADDA412-2384 VL 17
AGEN1900 BADD412-2359 VH 12 BADD412-2393 VL 19
AGEN1901 BADD412-2360 VH 13 BADDA412-2367 VL 15
AGEN1902 BADD412-2360 VH 13 BADD412-2384 VL 17
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Tabla 5. Ejemplos de secuencias de CTLA-4:

SEQ Descripcion * Secuencia de aminoacidos
ID N°
65 Proteina inmatura |MACLGFQRHKAQLNLATRTWPCTLLFFLLFIPVEFCKA
de CTLA-4 humano MHVAQPAVVLASSRGIASFVCEYASPGKATEVRVTVL
(P16410) RQADSQVTEVCAATYMMGNELTFLDDSICTGTSSGNQ
VNLTIQGLRAMDTGLYICKVELMYPPPYYLGIGNGTQ
IYVIDPEPCPDSDFLLWILAAVSSGLFFYSFLLTAVS
LSKMLKKRSPLTTGVYVKMPPTEPECEKQFQPYFIPI
N
97 Epitopo de CTLA-4 | YLGI
98 Epitopo de CTLA-4 | YPPPYYLGI
99 Epitopo de CTLA-4 | YLGIGNGTQI
100 |Epitopo de CTLA-4 |YPPPYYLGIGNGTQI
101 |Epitopo de CTLA-4 |MYPPPYY
102 Epitopo de CTLA-4 | QVT
108 | MACFA CTLA-4 MACLGFQRHKARLNLATRTRPYTLLFSLLFIPVEFSKA
(G7PL88) MHVAQPAVVLANSRGIASFVCEYASPGKATEVRVTVL
RQADSQVTEVCAATYMMGNELTFLDDSICTGTSSGNQ
VNLTIQGLRAMDTGLYICKVELMYPPPYYMGIGNGTQ
IYVIDPEPCPDSDFLLWILAAVSSGLFFYSFLLTAVS
LSKMLKKRSPLTTGVYVKMPPTEPECEKQFQPYFIPI
N
109 |CTLA-4 de ratas MACLGLRRYKAQLQLPSRTWPFVALLTLLFIPVESEA
(P09793) IQVTQPSVVLASSHGVASFPCEYSPSHNTDEVRVTVL
RQTNDQMTEVCATTFTEKNTVGFLDYPFCSGTENESR
VNLTIQGLRAVDTGLYLCKVELMYPPPYFVGMGNGTQ
IYVIDPEPCPDSDFLLWILVAVSLGLFFYSFLVSAVS
LSKMLKKRSPLTTGVYVKMPPTEPECEKQFQPYFIPT
N
110 |CTLA-4 de ratas MACLGLQRYKTHLQLPSRTWPFGVLLSLLFIPIFSEA
(062859) IQVTQPSVVLASSHGVASFPCEYASSHNTDEVRVTVL
RQTNDQVTEVCATTFTVKNTLGFLDDPFCSGTEFNESR
VNLTIQGLRAADTGLYFCKVELMYPPPYFVGMGNGTQ
IYVIDPEPCPDSDFLLWILAAVSSGLFFYSFLVTAVS
LNRTLKKRSPLTTGVYVKMPPTEPECEKQFQPYFIPI
N
111 | CD28 humano MLRLLLALNLEFPSIQVTGNKILVKQSPMLVAYDNAVN

(P10747)

LSCKYSYNLEFSREFRASLHKGLDSAVEVCVVYGNYSQ
QLOVYSKTGENCDGKLGNESVTEFYLONLYVNQTDIYF
CKIEVMYPPPYLDNEKSNGTITHVKGKHLCPSPLEFPG
PSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSR
LLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS
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SEQ Descripcion * Secuencia de aminoécidos
ID N°

112 ICOS humano MKSGLWYFFLFCLRIKVLTGEINGSANYEMFTIFHNGG
(Q9Y6WS) VOILCKYPDIVQOFKMOLLKGGQILCDLTKTKGSGNT
VSIKSLKFCHSQLSNNSVSFFLYNLDHSHANYYFCNL
SIFDPPPFKVTLTGGYLHIYESQLCCQLKFWLPIGCA
AFVVVCILGCILICWLTKKKYSSSVHDPNGEYMEFMRA

VNTAKKSRLTDVTL
113 BTLA humano MKTLPAMLGTGKLEFWVFFLIPYLDIWNIHGKESCDVQ
(Q7Z6A9) LYTKRQSEHSTILAGDPFELECPVKYCANRPHVTWCKL

NGTTCVKLEDRQTSWKEEKNISFFILHFEPVLPNDNG
SYRCSANFOQSNLIESHSTTLYVTDVKSASERPSKDEM
ASRPWLLYRLLPLGGLPLLITTCFCLFCCLRRHQGKQ
NELSDTAGREINLVDAHLKSEQTEASTRONSQVLLSE
TGIYDNDPDLCFRMOQEGSEVYSNPCLEENKPGIVYAS
LNHSVIGPNSRLARNVKEAPTEYASICVRS

[00133] En algunas realizaciones, la presente invencidén suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), en que el anticuerpo
comprende un dominio VH que comprende una, dos o todas las tres CDRs de un dominio VH
discriminado en la Tabla 1 del presente. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende el
CDRH1 de uno de los dominios VH discriminados en la Tabla 1 del presente. En algunas
realizaciones, el anticuerpo comprende el CDRH2 de uno de los dominios VH discriminados en
la Tabla 1 del presente. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende el CDRH3 de uno de
los dominios VH discriminados en la Tabla 1 del presente.

[00134] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), en que el anticuerpo
comprende un dominio VL que comprende una, dos o todas las tres CDRs de un dominio VL
discriminado en la Tabla 1 del presente. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende el
CDRL1 de un dominio VL discriminado en la Tabla 1 del presente. En algunas realizaciones, el
anticuerpo comprende el CDRL2 de un dominio VL discriminado en la Tabla 1 del presente. En
algunas realizaciones, el anticuerpo comprende el CDRL3 de un dominio VL discriminado en la
Tabla 1 del presente.

[00135] En algunas realizaciones, las CDRs de un anticuerpo pueden determinarse segin
Kabat et al, J. Biol. Chem. 252, 6609-6616 (1977) y Kabat et al, Sequences of Protein of
Immunological Interest (1991), cada uno de los cuales integralmente incorporado al presente por
referencia.

[00136] En algunas realizaciones, las CDRs de un anticuerpo pueden determinarse segun el
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esquema de numeracion de Chothia, que se refiere a la ubicacion de circuitos estructurales de
inmunoglobulina (véase, por ejemplo, Chothia, C. & Lesk, A. M. (1987), J. Mol. Biol. 196: 901-
917; Al-Lazikani, B. et al (1997), J. Mol. Biol. 273: 927-948; Chothia, C. et al (1992), J. Mol.
Biol. 227: 799-817; Tramontano, A. et al (1990), J. Mol. Biol. 215 (1): 175-82; y Patente
Norteamericana n°® 7.709.226, todos los cuales son integralmente incorporados al presente por
referencia). Tipicamente, al utilizarse la convencion de numeracion de Kabat, el circuito de
CDRH1 de Chothia estd presente en los aminoécidos de cadena pesada 26 a 32, 33 0 34, el
circuito CDRH2 de Chothia esta presente en los aminoacidos de cadena pesada 52 a 56 y el
circuito CDRH3 de Chothia esta presente en los aminoacidos de cadena pesada 95 a 102,
mientras el circuito CDRL1 de Chothia esta presente en los aminoacidos de cadena ligera 24 a
34, el circuito de CDRL2 de Chothia esta presente en los aminoacidos 50 a 56 y el circuito
CDRL3 de Chothia esta presente en los aminoacidos de cadena ligera 89 a 97. El final del
circuito CDRH1 de Chothia, mientras numerado utilizando la convencion de numeracion de
Kabat, varia de H32 a H34, dependiendo de la longitud del circuito (esto porque el esquema de
numeracion de Kabat posiciona las inserciones en H35A y H35B; de no estar presente 35A ni
35B, el circuito termina en 32; de solo 35A estar presente, el circuito termina en 33; de estar
presentes ambos, 35A y 35B, el circuito termina en 34).

[00137] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), en que el anticuerpo
comprende las CDRs de VH de Chothia de un VH discriminado en la Tabla 1 del presente. En
algunas realizaciones, la presente invencién suministra un anticuerpo aislado que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), en que el anticuerpo comprende las
CDRs de VL de Chothia de un VL discriminado en la Tabla 1 del presente. En algunas
realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que se liga especificamente
a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), en gque el anticuerpo comprende las CDRs de VH de
Chothia y las CDRs de VL de Chothia de un anticuerpo descrito en la Tabla 1 del presente. En
algunas realizaciones, los anticuerpos que se ligan especificamente a CTLA-4 (por ejemplo,
CTLA-4 humano) comprenden una o0 mas CDRs, en que las CDRs de Chothia y Kabat poseen la
misma secuencia de aminoacidos. En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un
anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y

comprende una combinacion de CDRs de Kabat y CDRs de Chothia.
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[00138] En algunas realizaciones, las CDRs de un anticuerpo pueden determinarse segun el
sistema de numeracion de IMGT descrito en Lefranc, M-P (1999), The Immunologist 7: 132-136
e Lefranc, M-P et al (1999), Nucleic Acids Res. 27: 209-212, cada uno de ellos integralmente
incorporado al presente por referencia. En algunas realizaciones, la presente invencion
suministra anticuerpos que se ligan especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano)
y comprenden CDRs de un anticuerpo descrito en la Tabla 1 del presente, segin lo determinado
por el sistema de numeracion IMGT; por ejemplo, segln lo descrito en Lefranc, M-P (1999)
arriba y por Lefranc, M-P et al (1999), arriba.

[00139] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), en que el anticuerpo
comprende las CDRs de VH de IMGT de un VH discriminado en la Tabla 1 del presente. En
algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), en que el anticuerpo comprende las
CDRs de VL de IMGT de un VL discriminado en la Tabla 1 del presente. En algunas
realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que se liga especificamente
a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), en que el anticuerpo comprende las CDRs de VH de
IMGT vy las CDRs de VL de IMGT de un anticuerpo descrito en la Tabla 1 del presente. En
algunas realizaciones, la presente invencién suministra un anticuerpo aislado que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y comprende una combinacion de
CDRs de Kabat y CDRs de IMGT.

[00140] En algunas realizaciones, las CDRs de un anticuerpo pueden determinarse segun el
esquema de numeracién de AbM, que designa las regiones hipervariables de AbM, que
representan un compromiso entre las CDRs de Kabat y los circuitos estructurales de Chothia, y
son utilizadas por el software de modelacion de anticuerpos AbM de la Oxford Molecular
(Oxford Molecular Group, Inc.), integralmente incorporado al presente por referencia. En una
realizacion especifica, la presente invencidn suministra anticuerpos que se ligan especificamente
a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y comprenden CDRs de un anticuerpo descrito en la
Tabla 1 del presente, segun lo determinado por el sistema de numeracion AbM.

[00141] En algunas realizaciones, las CDRs de un anticuerpo pueden determinarse segin
MacCallum, R. M. et al (1996), J. Mol. Biol. 262: 732-745, integralmente incorporado al
presente por referencia. Véase también, por ejemplo, Martin, A., Protein Sequence and Structure
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Analysis of Antibody Variable Domains, en Antibody Engineering, Kontermann y Diibel, eds.,
Capitulo 31, pags. 422-439, Springer-Verlag, Berlin (2001), integralmente incorporado al
presente por referencia. En una realizacion especifica, la presente invencion suministra
anticuerpos que se ligan especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y
comprenden CDRs de un anticuerpo descrito en la Tabla 1 del presente, segun lo determinado
por el sistema de numeracién MacCallum.

[00142] Consecuentemente, en algunas realizaciones, la presente invencion suministra un
anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), en
que el anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada que comprende las
secuencias de aminodcidos CDRH1, CDRH2 y CDRH3 de una region variable de cadena pesada
establecida en SEQ ID N° 1, 9, 10, 11, 12 6 13 y una region variable de cadena ligera que
comprende las secuencias de aminoacidos de la region CDRL1, CDRL2 y CDRL3 de una region
variable de cadena ligera establecida en SEQ ID N° 14, 15, 16, 17, 18 6 19, en que cada CDR es
definida segun la definicion de Kabat, la definicion de Chothia, la combinacion de la definicion
de Kabat y la definicion de Chothia, el sistema de numeracién IMGT, la definicion de AbM o la
definicion de contacto de CDR.

[00143] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), en que el anticuerpo
comprende:

a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYX;MX;, (SEQ ID N° 39), en que
X1esS0A;yXesNoS;ylo

b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de SISSSSSYIYYADSVKG (SEQ ID
N° 22), en que XesD o E; y/o

C. CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos de VGLMGPFXI (SEQ ID N° 115), en
que XesD o N; y/o

d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVXX,YLX; (SEQ ID Ne°
43),enque X;esS0G; X,esR,SoT; y XsesG o A;y/o

e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de X1 X,SX3RAT (SEQ ID N° 44), en
que X1esG0oA; X,esAo0T;yXzesT,S, RoN;y/o

f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYGX;SPX,T (SEQ ID N° 45), en
que X;esSoT;yX,esWoF.
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[00144] En algunas realizaciones, la presente invencidn suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), en que el anticuerpo
comprende:

a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYX;MX; (SEQ ID N° 39), en que
X1esS0A;yX,esNoS;

b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de SISSSSSYIYYADSVKG (SEQ ID
N° 22);

C. CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos de VGLMGPFXI (SEQ ID N° 115), en
que XesD o N;

d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVXX,YLX; (SEQ ID Ne°
43),enque X;esS0G; X,esR,SoT; y X3esG0A;

e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoécidos de X;X;SX3RAT (SEQ ID N° 44), en
que X;esGOA; XoesAoT;yXzesT,S,RoN;y

f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYGX;SPX,T (SEQ ID N° 45), en
que X;esSoT;yX,esWoF.

[00145] En algunas realizaciones, CDRH1 comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada desde el grupo que consiste de SEQ ID N° 20 y 21. En algunas realizaciones,
CDRH3 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de
SEQ ID N° 24 y 26. En algunas realizaciones, CDRL1 comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada desde el grupo que consiste de SEQ ID N° 27, 28 y 29. En algunas realizaciones,
CDRL2 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de
SEQ ID N° 30-35. En algunas realizaciones, CDRL3 comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada desde el grupo que consiste de SEQ ID N° 36, 37 y 38. En algunas realizaciones,
CDRH1, CDRH2 y CDRH3 comprenden las secuencias de aminoacidos CDRH1, CDRH2 y
CDRH3, respectivamente, de un anticuerpo de la Tabla 2. En algunas realizaciones, CDRL1,
CDRL2 y CDRL3 comprenden las secuencias de aminoacidos CDRL1, CDRL2 y CDRLS3,
respectivamente, de un anticuerpo de la Tabla 3.

[00146] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), que comprende una region
variable de cadena pesada que comprende las regiones de determinacion de la
complementariedad CDRH1, CDRH2 y CDRH3, en que CDRH1, CDRH2 y CDRH3
comprenden las secuencias de aminoacidos CDRH1, CDRH2 y CDRH3, respectivamente,
establecidas en SEQ ID N° 20, 22y 24; 20,22y ; 21,22y 24; 6 21, 22 y 26.
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[00147] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), que comprende una region
variable de cadena ligera que comprende las regiones de determinacion de la complementariedad
CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en que CDRL1, CDRL2 y CDRL3 comprenden las secuencias de
aminoacidos CDRL1, CDRL2 y CDRL3, respectivamente, establecidas en SEQ ID N° 27, 30 y
36; 28,31y 36;29,32y37;29,33y38;29,34y36;629,35y 38.

[00148] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), que comprende una region
variable de cadena pesada que comprende las regiones de determinacion de la
complementariedad CDRH1, CDRH2 y CDRH3, y una region variable de cadena ligera que
comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3,
en que CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 comprenden las secuencias de
aminodcidos CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 respectivamente,
establecidas en SEQ ID N° 20, 22, 24, 27, 30 y 36; 20, 22, 24, 29, 32 y 37; 20, 22, 24, 29, 33 y
38; 21, 22, 24, 27, 30 y 36; 21, 22, 24, 29, 33y 38; 20, 22, 24, 28, 31 y 36; 20, 22, 24, 29, 34 y
36; 20, 22, 24, 29, 35y 38; 21, 22, 26, 27, 30 y 36; 21, 22, 26, 29, 32y 37; 21, 22, 26, 29, 33 y
38; 621, 22, 26, 29, 35y 38, respectivamente.

[00149] En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de cadena
pesada que comprende las regiones CDRH1, CDRH2 y CDRH3 y una regién variable de cadena
ligera que comprende las regiones CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en que las regiones CDRH1,
CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 comprenden las secuencias de aminoacidos,
respectivamente, establecidas en SEQ ID N° 20, 22, 24, 27, 30 y 36.

[00150] En algunas realizaciones, la presente invencidén suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), que comprende una region
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 116.
[00151] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), que comprende una region
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 75%,
80%, 85%, 90%, 95% 6 100% (por ejemplo, al menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98 6 99%) idéntica a una secuencia de aminodacidos seleccionada desde el grupo que consiste

de SEQ ID N° 1, 9, 10, 11, 12 ¢ 13. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una
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region variable de cadena pesada que posee una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el
grupo que consiste de SEQ ID N° 1, 9, 10, 11, 12 6 13. En algunas realizaciones, el anticuerpo
comprende una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
establecida en SEQ ID N° 1. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ 1D
N° 9. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada
que comprende la secuencia de aminodcidos establecida en SEQ ID N° 10. En algunas
realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 11. En algunas realizaciones, el anticuerpo
comprende una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
establecida en SEQ ID N° 12. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoécidos establecida en SEQ ID
Ne° 13.

[00152] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), que comprende una region
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID N° 47.

[00153] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), que comprende una region
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 75%,
80%, 85%, 90%, 95% 6 100% (por ejemplo, al menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98 6 99%) idéntica a una secuencia de aminodacidos seleccionada desde el grupo que consiste
de SEQ ID N° 14-19. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de
cadena ligera que posee una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste
de SEQ ID N° 14-19. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de
cadena ligera que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 14. En algunas
realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de cadena ligera que posee la
secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 15. En algunas realizaciones, el anticuerpo
comprende una region variable de cadena ligera que posee la secuencia de aminoacidos
establecida en SEQ ID N° 16. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region
variable de cadena ligera que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 17.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de cadena ligera que
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posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 18. En algunas realizaciones, el
anticuerpo comprende una region variable de cadena ligera que posee la secuencia de
aminoacidos establecida en SEQ ID N° 19.

[00154] En algunas realizaciones, la presente invencidén suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), que comprende una region
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 75%,
80%, 85%, 90%, 95% 6 100% (por ejemplo, al menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98 0 99%) ideéntica a una secuencia de aminoécidos establecida en SEQ ID N° 1, 9, 10, 11, 12
0 13, y una region variable de cadena ligera que es al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95% 6 100%
(por ejemplo, al menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 6 99%) idéntica a la
secuencia de amino&cidos establecida en SEQ ID N° 14, 15, 16, 17, 18 ¢ 19. En algunas
realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que se liga especificamente
a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), que comprende una regién variable de cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 1, 9, 10, 11, 12 6 13 y una
region variable de cadena ligera establecida en SEQ ID N° 14, 15, 16, 17, 18 ¢ 19. En algunas
realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada y una region
variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 1
y14;1y16,1y17;9y14;9y17;10y 15;10y 17; 10y 18; 10y 19; 11y 15; 11y 14; 11 y 16;
11y 17;12 y 14; 12 y 16; 12 y 17; 12 y 19; 13 y 15; 6 13 y 17, respectivamente. En algunas
realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada y una region
variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 1
y 14, respectivamente. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de
cadena pesada y una region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos
establecidas en SEQ ID N° 1 y 16, respectivamente. En algunas realizaciones, el anticuerpo
comprende una region variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera que
poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 1 y 17, respectivamente. En
algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada y una
region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ
ID N° 9 y 14, respectivamente. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién
variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera que poseen las secuencias de

aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 9 y 17, respectivamente. En algunas realizaciones, el
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anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena
ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 10 y 15,
respectivamente. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de
cadena pesada y una region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoécidos
establecidas en SEQ ID N° 10 y 17, respectivamente. En algunas realizaciones, el anticuerpo
comprende una region variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera que
poseen las secuencias de amino&cidos establecidas en SEQ ID N° 10 y 18, respectivamente. En
algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada y una
region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ
ID N° 10 y 19, respectivamente. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién
variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera que poseen las secuencias de
aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 11 y 15, respectivamente. En algunas realizaciones, el
anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena
ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 11 y 14,
respectivamente. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de
cadena pesada y una region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoécidos
establecidas en SEQ ID N° 11 y 16, respectivamente. En algunas realizaciones, el anticuerpo
comprende una region variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera que
poseen las secuencias de amino&cidos establecidas en SEQ ID N° 11 y 17, respectivamente. En
algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada y una
region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ
ID N° 12 y 14, respectivamente. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién
variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de
aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 12 y 16, respectivamente. En algunas realizaciones, el
anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena
ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 12 y 17,
respectivamente. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de
cadena pesada y una region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos
establecidas en SEQ ID N° 12 y 19, respectivamente. En algunas realizaciones, el anticuerpo
comprende una region variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera que

poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 13 y 15, respectivamente. En
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algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada y una
region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ
ID N° 13y 17, respectivamente.

[00155] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), que comprende una region
variable de cadena pesada que posee una secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia de
linea germinal IGHV3-21 humana (por ejemplo, IGHV3-21*01, por ejemplo, que posee la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 48). Una o0 mas regiones seleccionadas desde la cadena
principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal 3, CDRH1 y CDRH2 (por ejemplo, dos,
tres, cuatro o cinco de esas regiones) pueden derivarse de una secuencia de linea germinal
IGHV3-21. En una realizacion, la cadena principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal 3,
CDRH1 y CDRHZ2 son todas derivadas de una secuencia de linea germinal IGHV3-21 humana.
[00156] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), que comprende una region
variable de cadena ligera que posee una secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia de
linea germinal IGKV3-20 humana (por ejemplo, IGKV3-20*01, por ejemplo, que posee la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 49) o una secuencia de linea germinal IGKV3-11
humana (por ejemplo, IGKV3-11*01, por ejemplo, que posee la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID N° 50). Una o mas regiones seleccionadas desde la cadena principal 1, la cadena
principal 2, la cadena principal 3, CDRL1 y CDRL2 (por ejemplo, dos, tres, cuatro o cinco de
esas regiones) pueden derivarse de una secuencia de linea germinal IGKV3-20 6 IGKV3-11. En
una realizacion, la cadena principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal 3, CDRL1 y
CDRL2 son todas derivadas de una secuencia de linea germinal IGKV3-20 6 IGKV3-11
humana.

[00157] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), que comprende una region
variable de cadena pesada que posee una secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia de
linea germinal IGHV3-21 humana (por ejemplo, IGHV3-21*01, por ejemplo, que posee la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 48) y una region variable de cadena ligera que posee
una secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia de linea germinal IGKV3-20 (por

ejemplo, IGKV3-20*01, por ejemplo, que posee la secuencia de aminoécidos de SEQ ID N° 49)
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0 una secuencia de linea germinal IGKV3-11 humana (por ejemplo, IGKV3-11*01, por ejemplo,
que posee la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 50). Una o mas regiones seleccionadas
desde la cadena principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal 3, CDRH1 y CDRH2 de la
region variable de cadena pesada (por ejemplo, dos, tres, cuatro o cinco de esas regiones) pueden
derivarse de una secuencia de linea germinal IGHV3-21 humana. En una realizacion, la cadena
principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal 3, CDRH1 y CDRH2 son todas derivadas
de una secuencia de linea germinal IGHV3-21 humana. Una 0 mas regiones seleccionadas desde
la cadena principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal 3, CDRL1 y CDRL2 de la region
variable de cadena ligera (por ejemplo, dos, tres, cuatro o cinco de esas regiones) pueden
derivarse de una secuencia de linea germinal IGKV3-20 6 IGKV3-11 humana. En una
realizacion, la cadena principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal 3, CDRL1 y CDRL2
son todas derivadas de una secuencia de linea germinal IGKV3-20 6 IGKV3-11 humana.

[00158] En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una cadena pesada que posee una
secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de SEQ ID N° 51-54 y 117.
En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una cadena pesada que posee la secuencia de
aminodcidos establecida en SEQ ID N° 51. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende
una cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 52. En
algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una cadena pesada que posee la secuencia de
aminodcidos establecida en SEQ ID N° 53. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende
una cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 54. En
algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una cadena pesada que posee la secuencia de
aminoacidos establecida en SEQ ID N° 117.

[00159] En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una cadena ligera que posee la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 59.

[00160] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), que comprende una cadena
pesada que posee una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de
SEQ ID N° 51-54 y 117, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID N° 59. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una cadena pesada y una
cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 51 y 59,
respectivamente. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una cadena pesada y una
cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 52 y 59,
respectivamente. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una cadena pesada y una
cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 53 y 59,
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respectivamente. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una cadena pesada y una
cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 54 y 59,
respectivamente. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una cadena pesada y una
cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 117 y 59,
respectivamente.

[00161] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que

compite por la ligacién a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) con un anticuerpo que
comprende las secuencias de aminoacidos de region variable de cadena pesada y ligera
establecidasen SEQ IDN°1y14;1y16,1y17;9y14;9y 17;10y 15; 10y 17; 10y 18; 10y
19;11y15;11y14; 11y 16; 11y 17; 12y 14; 12y 16; 12y 17; 12 y 19; 13y 15; 6 13 y 17,
respectivamente. En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo
aislado que compite por la ligacion a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) con un anticuerpo
que comprende las secuencias de aminoacidos de region variable de cadena pesada y ligera
establecidas en SEQ ID N° 1y 14, respectivamente.

[00162] En algunas realizaciones, la presente invencién suministra un anticuerpo aislado que
se liga al mismo epitopo sobre CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) que un anticuerpo que
comprende las secuencias de aminoacidos de region variable de cadena pesada y ligera
establecidasen SEQ IDN°1y14;1y16,1y17;9y14;9y 17;10y 15; 10y 17; 10y 18; 10y
19; 11y 15;11y14; 11y 16; 11y 17; 12y 14; 12 y 16; 12y 17; 12y 19; 13 y 15; 6 13 y 17,
respectivamente. En algunas realizaciones, la presente invencién suministra un anticuerpo
aislado que se liga al mismo epitopo sobre CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) que un
anticuerpo que comprende las secuencias de aminoacidos de region variable de cadena pesada y
ligera establecidas en SEQ ID N° 1 y 14, respectivamente. En algunas realizaciones, el
anticuerpo aislado se liga a un epitopo ubicado en una region de CTLA-4 humano, que consiste
de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 100. En algunas realizaciones, el anticuerpo
aislado se liga a un epitopo ubicado en una region de CTLA-4 humano, que consiste de la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 99. En algunas realizaciones, el anticuerpo aislado se
liga a un epitopo ubicado en una region de CTLA-4 humano, que consiste de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N° 98. En algunas realizaciones, el anticuerpo aislado se liga a un
epitopo ubicado en una region de CTLA-4 humano, que consiste de la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID N° 97. En algunas realizaciones, el anticuerpo aislado se liga a un epitopo ubicado en
una region de CTLA-4 humano, que consiste de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 101.
En algunas realizaciones, el anticuerpo aislado se liga a un epitopo ubicado en una region de
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CTLA-4 humano, que consiste de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 102.

[00163] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a CTLA-4 humano y trabaja como antagonista.

[00164] En algunas realizaciones, la presente invencidén suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a CTLA-4 humano y reduce la actividad de CTLA-4 en al menos 5%,
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 98% & 99% segln lo determinado por los métodos descritos en el presente y/o
conocidos por los expertos en la materia, con relacion a la actividad de CTLA-4 sin anticuerpo o
con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga especificamente a
CTLA-4). En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a CTLA-4 humano y reduce la actividad de CTLA-4 en al menos cerca
de 1,2 veces, 1,3 veces, 1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5
veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40
veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces 6 100 veces, segun lo determinado por
los métodos descritos en el presente y/o conocidos por los expertos en la materia, con relacién a
la actividad de CTLA-4 sin anticuerpo o con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un
anticuerpo que no se liga especificamente a CTLA-4). Ejemplos no limitantes de la actividad de
CTLA-4 pueden incluir la sefalizacion de CTLA-4, ligacién de CTLA-4 a ligante CTLA-4 (por
ejemplo, CD80 6 CD86), inhibicion de la produccion de citoquinas (por ejemplo, IL-2 6 IFNy) e
inhibicion de la proliferacion de células T. En algunas realizaciones, la presente invencion
suministra un anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 humano y desactiva,
reduce o inhibe la actividad de CTLA-4. En realizaciones especificas, se determina la reduccion
de la actividad de CTLA-4 segun lo descrito en los Ejemplos abajo.

[00165] En realizaciones especificas, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado
que se liga especificamente a CTLA-4 humano y reduce la ligacién de CTLA-4 a su ligante (por
ejemplo, CD80 6 CD86) en al menos cerca de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 06 99% segun lo determinado por
los métodos descritos en el presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en
la materia, con relacion a la ligacion de CTLA-4 a su ligante (por ejemplo, CD80 6 CD86), sin
anticuerpo o con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga
especificamente a CTLA-4). En realizaciones especificas, la presente invencion suministra un
anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 humano y reduce la ligacion de CTLA-
4 a su ligante (por ejemplo, CD80 6 CD86) en al menos cerca de 1,2 veces, 1,3 veces, 1,4 veces,
1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8
veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80
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veces, 90 veces 6 100 veces, segun lo determinado por los métodos descritos en el presente
(véanse los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en la materia, con relacion a la ligacion
de CTLA-4 a su ligante (por ejemplo, CD80 6 CD86), sin anticuerpo o0 con un anticuerpo no
relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga especificamente a CTLA-4).

[00166] En realizaciones especificas, la presente invencidn suministra un anticuerpo aislado

que se liga especificamente a CTLA-4 humano e incrementa la produccion de citoquinas (por
ejemplo, IL-2 6 IFNy) en al menos cerca de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%), 90%, 95%, 98% 0 99%, segun lo determinado por
los métodos descritos en el presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en
la materia, con relacion a la produccion de citoquinas sin anticuerpo o0 con un anticuerpo no
relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga especificamente a CTLA-4). En
realizaciones especificas, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que se liga
especificamente a CTLA-4 humano e incrementa la produccion de citoquinas (por ejemplo, IL-2
6 IFNy) en al menos cerca de 1,2 veces, 1,3 veces, 1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3
veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15
veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces 6 100
veces, segun lo determinado por los métodos descritos en el presente (véanse los Ejemplos
abajo) o conocidos por los expertos en la materia, con relacién a la produccion de citoquinas sin
anticuerpo 0 con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga
especificamente a CTLA-4).

[00167] En realizaciones especificas, la presente invencidén suministra un anticuerpo aislado
que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y, aisladamente o en
combinacion con un anticuerpo anti-CTLA-4 (por ejemplo, ipilimumab o tremelimumab), un
anticuerpo anti-TIGIT, un anticuerpo anti-CD137 (por ejemplo, urelumab o utomilumab) o un
anticuerpo anti-OX40 (por ejemplo, pogalizumab o tavolixizumab), incrementa la produccion de
IL-2 en células mononucleares de la sangre periférica humana (PBMCSs) en respuesta al estimulo
de enterotoxina A de Staphylococcus (SEA) en al menos cerca de 1,2 veces, 1,3 veces, 1,4 veces,
1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8
veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80
veces, 90 veces 6 100 veces, segun lo determinado por los métodos descritos en el presente
(véanse los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en la materia, con relacion a la

produccion de IL-2 sin anticuerpo 0 con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un
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anticuerpo que no se liga especificamente a CTLA-4).

[00168] En algunas realizaciones, células mononucleares de la sangre periférica (PBMCs)
humanas estimuladas con enterotoxina A de Staphylococcus (SEA) en la presencia de un
anticuerpo descrito en el presente, que se liga especificamente a CTLA-4 humano, aisladamente
0 en combinacion con un anticuerpo anti-PD-1 (por ejemplo, nivolumab o pembrolizumab), un
anticuerpo anti-TIGIT, un anticuerpo anti-CD137 (por ejemplo, urelumab o utomilumab) o un
anticuerpo anti-OX40 (por ejemplo, pogalizumab o tavolixizumab) han incrementado la
produccion de IL-2 en al menos cerca de 1,2 veces, 1,3 veces, 1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5
veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10
veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces 0
100 veces con relacion a PBMCs solo estimuladas con SEA, sin anticuerpo o con un anticuerpo
no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga especificamente a CTLA-4), segun lo
determinado por los métodos descritos en el presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos
por los expertos en la materia.

[00169] En realizaciones especificas, la presente invencidén suministra un anticuerpo aislado
que se liga especificamente a CTLA-4 humano e incrementa la produccion de IFNy de un
cocultivo de células T humanas y células dendriticas alogénicas en al menos cerca de 1,2 veces,
1,3 veces, 1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces,
6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60
veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces 6 100 veces, segun lo determinado por los métodos descritos
en el presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en la materia, con
relacion a la produccion de IFNy de un cocultivo de células T humanas y células dendriticas
alogénicas sin anticuerpo o con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no
se liga especificamente a CTLA-4).

[00170] En algunas realizaciones, un cocultivo de células T humanas y células dendriticas
alogeénicas en la presencia de un anticuerpo descrito en el presente, que se liga especificamente a
CTLA-4 humano, ha incrementado la produccién de IFNy en al menos cerca de 1,2 veces, 1,3
veces, 1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 6
veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60
veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces 6 100 veces, con relacion a un cocultivo de células T

humanas y células dendriticas alogénicas sin anticuerpo o con un anticuerpo no relacionado (por
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ejemplo, un anticuerpo que no se liga especificamente a CTLA-4), segun lo determinado por los
métodos descritos en el presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en la
materia.
[00171] En realizaciones especificas, la presente invencién suministra un anticuerpo aislado
que se liga especificamente a CTLA-4 humano e incrementa la proliferacion de células T en al
menos cerca de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0O 99% segun lo determinado por los métodos descritos en el
presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en la materia, con relacion a
la proliferacion de células T sin anticuerpo o con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un
anticuerpo que no se liga especificamente a CTLA-4). En realizaciones especificas, la presente
invencion suministra un anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 humano e
incrementa la proliferacion de células T en al menos cerca de 1,2 veces, 1,3 veces, 1,4 veces, 1,5
veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8
veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80
veces, 90 veces 6 100 veces, segun lo determinado por los métodos descritos en el presente
(veéanse los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en la materia, con relacion a la
proliferacion de células T sin anticuerpo o con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un
anticuerpo que no se liga especificamente a CTLA-4).

En realizaciones especificas, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a CTLA-4 humano e incrementa la proliferacion de células T CD4+ o
CD8+ estimuladas por anticuerpos anti-CD3 en cocultivo con fluido de ascitis de cancer de
ovario en al menos cerca de 1,2 veces, 1,3 veces, 1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces,
3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20
veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces 6 100 veces, segun lo
determinado por los métodos descritos en el presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos
por los expertos en la materia, con relacion a la proliferacion de células T CD4+ o CD8+
estimuladas por anticuerpo anti-CD3 en cocultivo con fluido de ascitis de cancer de ovario sin
anticuerpo o0 con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga
especificamente a CTLA-4).
[00172] En algunas realizaciones, los anticuerpos descritos en el presente son anticuerpos

activables que, en estado activado, ligan proteina CTLA-4 humana. En algunas realizaciones, el
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anticuerpo activable comprende una porcion de mascara que inhibe la ligacion del anticuerpo en
estado no dividido a la proteina CTLA-4 humana y por lo menos una porcién divisible acoplada
al anticuerpo, por ejemplo, en que la porcion divisible es un polipéptido que funciona como
substrato para una proteasa que es enriquecida en el microambiente del tumor. Ejemplos de
anticuerpos activables son descritos, por ejemplo, en las Patentes Norteamericanas n°® 8.513.390
y 8.518.404 y en los Pedidos de Patente Norteamericanos publicados n® US 2014/0255313, US
2014/0010810 y US 2014/0023664, que son incorporados al presente por referencia. En algunas
realizaciones, el anticuerpo activable comprende una region constante de cadena pesada de 1gG
humano que es una variante de una region constante de cadena pesada de IgG humano del tipo
salvaje, en que la region constante de cadena pesada de IgG humana variante se liga a FcyRIITA
humano con afinidad més alta que la regién constante de cadena pesada de 1gG humano del tipo
salvaje se liga a FcyRIIIA humano.

6.2.2 Anticuerpos anti-PD-1:

[00173] En un aspecto, la presente invencion suministra anticuerpos que se ligan
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) y antagonizan la funcion de PD-1.
También se suministran en el presente anticuerpos multiespecificos que comprenden una primera
region de ligacion de antigeno que se liga especificamente a PD-1 humano (por ejemplo, PD-1
humano) y, opcionalmente, una segunda region de ligacion de antigeno que no se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano). Las secuencias de aminoacidos de

ejemplos de anticuerpos son descritas en las Tablas 6 a 10 del presente.

Tabla 6. Secuencias de aminoacidos de ejemplos de anticuerpos anti-PD-1*:

SEQ Descripcion Secuencia de aminoacidos
ID N°
66 AGEN2034 VH QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAP
(BADD438-2744) GKGLEWVAVIWYDGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCASNGDHWGQGTLVTVSS
67 BADD438-2742 VH QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAP

GKGLEWVAVIWYDGSNKYYADSVKGRETISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCASNVDYWGQGTLVTVSS

68 BADD426-2614 VH QVOQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYGMHWVRQAP
GKGLEWVAVIWYDGSNKYYADSVKGRETISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCATNGDYWGQGTLVTVSS

69 BADD426-2615 VH QVOQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTEFSSYGMHWVRQAP
GKGLEWVAVIWYDGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCASNGDYWGQGTLVTVSS
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SEQ Descripcion Secuencia de aminoécidos

ID N°

70 BADD438-2743 VH QOVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAP
GKGLEWVAVIWYDGSNEYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCASNGDHWGQGTLVTVSS

71 BADD438-2745 VH QVQLVESGGGMVQPGRSLRLSCAASGEFTEFSSYGMHWVRQAP
GKGLEWVAVIWEDGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCASNGDHWGQGTLVTVSS

72 BADD438-2746 VH QOVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAP
GKGLEWVAVIWYDGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCASNGDHWGHGTLVTVSS

73 BADD438-2747 VH QOVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGEFTEFSSYGMHWVRQAP
GKGLEWVAVIWYDGSNKYYADSVMGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCASNGDHWGQGTLVTVSS

74 AGEN2034 VL/3738 VL | EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSNLAWYQQKPG
QAPRLLIYGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSED
FAVYYCOQOQYNNWPRTFGQGTKVEIK

75 CDRH1 SYGMH

76 CDRH2 VIWYDGSNKYYADSVKG

77 CDRH2 VIWYDGSNEYYADSVKG

78 CDRH2 VIWFDGSNKYYADSVKG

79 CDRH2 VIWYDGSNKYYADSVMG

80 CDRH3 NVDY

81 CDRH3 NGDH

82 CDRH3 NGDY

83 CDRL1 RASQSVSSNLA

84 CDRL2 GASTRAT

85 CDRL3 QQYNNWPRT

86 CDRH2 de consenso VIWX;DGSNX,YYADSVX5G, en que:
X, es Y o F;
X, es Ko E; y
X3 es Ko M

87 CDRH3 de consenso NX,DX,, en que:
X; es G o V; y
X, es HoY

88 Secuencia de OVQLVESGGGX;VQPGRSLRLSCAASGEFTFSSYGMHWVRQA

consenso de VH PGKGLEWVAVIWX,DGSNX3YYADSVX,GRFTISRDNSKNTL

YLOMNSLRAEDTAVYYCAX:sNXDX,WGXsGTLVTVSS, en
que:
X, es V o M;
X, es Y o F;
X3 es K o E;
Xy, es K o My
Xs es S o T;
X es G o V;
X; es Ho Y; vy
Xg es Q o H

89 Secuencia de linea QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAP

germinal: IGHV3-
33*01

GKGLEWVAVIWYDGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAR
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SEQ
ID N°

Descripcion

Secuencia de aminoacidos

90

Secuencia de linea
germinal: IGKV3-
15*01

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSNLAWYQOKPG
QOAPRLLIYGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLOSED
FAVYYCQQYNNWP

91

Cadena pesada de
AGEN2034 (IgG4
S228P)

QVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAP
GKGLEWVAVIWYDGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCASNGDHWGQGTLVTVSSASTKGPSVEP
LAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNT
KVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVEFLEFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFELYSRLTVDKSRW
QEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

92

Cadena pesada de
AGEN2034 (IgGl
N297A)

QVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAP
GKGLEWVAVIWYDGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCASNGDHWGQGTLVTVSSASTKGPSVEP
LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNT
KVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
REEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFLYSKLTVDK
SRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

120

Cadena pesada de
AGEN2033 (IgG4
S5228P)

QVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGEFTEFSSYGMHWVRQAP
GKGLEWVAVIWYDGSNKYYADSVKGRETISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCASNVDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVEP
LAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNT
KVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QOFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFELYSRLTVDKSRW
QEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

93

Cadena ligera de
AGEN2034

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSNLAWYQQOKPG
OAPRLLIYGASTRATGIPAREFSGSGSGTEFTLTISSLOSED
FAVYYCQQYNNWPRTEFGQGTKVEIKRTVAAPSVEFIFPPSDE
QLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV
TKSFNRGEC
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SEQ Descripcion Secuencia de aminoécidos
ID N°

60 IgGl ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSW
NSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYI
CNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
G

94 IgGl N297A ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYTI
CNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
G

95 IgG4 S228P ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSW
NSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVITVPSSSLGTKTYT
CNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVELF
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLT
CLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLY
SRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

64 Regidén constante de | RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQW
cadena ligera KVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

* Las CDRs se definen segun el sistema de numeracion de Kabat.

Tabla 7. Secuencias de aminoacidos de CDR de cadena pesada de ejemplos de anticuerpos anti-
PD-1*:

VH CDRHL1 CDRH?2 CDRHS3

(SEQ ID N) (SEQ ID N°) (SEQ ID N) (SEQ ID N°)
BADD438-2742 VH (67) |SYGMH (75) VIWYDGSNKYYADSVKG (76) |[NVDY (80)
AGEN2034 VH (66) SYGMH (75) VIWYDGSNKYYADSVKG (76) |NGDH (81)
BADD426-2614 VH (68) |SYGMH (75) VIWYDGSNKYYADSVKG (76) |[NGDY (82)
BADD426-2615 VH (069) |SYGMH (75) VIWYDGSNKYYADSVKG (76) |[NGDY (82)
BADD438-2743 VH (70) |SYGMH (75) VIWYDGSNEYYADSVKG (77) |[NGDH (81)
BADD438-2745 VH (71) |SYGMH (75) VIWFDGSNKYYADSVKG (78) |[NGDH (81)
BADD438-2746 VH (72) |SYGMH (75) VIWYDGSNKYYADSVKG (76) |[NGDH (81)
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VH CDRH1 CDRH?2 CDRHS3
(SEQ ID N) (SEQ ID N°) (SEQ ID N?) (SEQ ID N°)
BADD438-2747 VH (73) |SYGMH (75) VIWYDGSNKYYADSVMG (79) |[NGDH (81)

* Definido segun el sistema de numeracién de Kabat.

Tabla 8. Secuencias de aminoacidos de CDR de cadena ligera de ejemplos de anticuerpos anti-

PD-1.
VL CDRL1 CDRL2 CDRL3
(SEQ ID N9 (SEQ ID N9 (SEQ ID N9 (SEQ ID N9
AGEN2034 VL/3738 |RASQSVSSNLA (83) |GASTRAT (84) QQYNNWPRT (85)
VL (74)
* Definido segun el sistema de numeracién de Kabat.
Tabla 9. Ejemplos de anticuerpos anti-PD-1:
Anticuerpo Regidn variable de SEQ ID | Region variablede | SEQ ID
cadena pesada N° cadena ligera N°
AGEN2033 BADD438-2742 VH 67 3738 VL 74
AGEN2034 AGEN2034 VH 66 3738 VL 74
AGEN2001 BADD426-2614 VH 68 3738 VL 74
AGEN2002 BADD426-2615 VH 69 3738 VL 74
EP11 pll BO3 BADD438-2743 VH 70 3738 VL 74
EP11 pll1_B05 BADD438-2745 VH 71 3738 VL 74
EP11 pll C02 BADD438-2746 VH 72 3738 VL 74
EP11 pll_C03 BADD438-2747 VH 73 3738 VL 74

Tabla 10. Ejemplos de secuencias de PD-1:

SEQ Descripcion * Secuencia de aminoacidos
ID N°
96 Proteina inmatura |MQIPQAPWPVVWAVLQLGWRPGWFLDSPDRPWNPPTFSPAL
PD-1 humana LVVTEGDNATFTCSFSNTSESFVLNWYRMSPSNQTDKLAAF
(015116) PEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYLC
GAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRPAG
QFQTLVVGVVGGLLGSLVLLVWVLAVICSRAARGTIGARRT
GQPLKEDPSAVPVFSVDYGELDFQWREKTPEPPVPCVPEQT
EYATIVFPSGMGTSSPARRGSADGPRSAQPLRPEDGHCSWP
L
103 |Epitopo de PD-1 SLAPKAQIKESLRAEL
104 |Epitopo de PD-1 LDSPDRPWNPPTFSPALL
105 |Epitopo de PD-1 DSPDRPWNPP
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SEQ Descripcion * Secuencia de aminoécidos
ID N°

106 |Epitopo de PD-1 EVPTAHPSP

107 Epitopo de PD-1 ISLAPKAQ

[00174] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que el anticuerpo comprende
una region variable de cadena pesada que comprende una, dos o todas las tres CDRs de una
region variable de cadena pesada discriminada en la Tabla 6 del presente. En algunas
realizaciones, el anticuerpo comprende el CDRH1 de una de las regiones variables de cadena
pesada discriminadas en la Tabla 6. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende el
CDRH2 de una de las regiones variables de cadena pesada discriminadas en la Tabla 6. En
algunas realizaciones, el anticuerpo comprende el CDRH3 de una de las regiones variables de
cadena pesada discriminadas en la Tabla 6.

[00175] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que el anticuerpo comprende
una region variable de cadena ligera que comprende una, dos o todas las tres CDRs de una region
variable de cadena ligera discriminada en la Tabla 6 del presente. En algunas realizaciones, el
anticuerpo comprende el CDRLL1 de una de las regiones variables de cadena ligera discriminadas
en la Tabla 6. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende el CDRL2 de una de las
regiones variables de cadena ligera discriminadas en la Tabla 6. En algunas realizaciones, el
anticuerpo comprende el CDRL3 de una de las regiones variables de cadena ligera discriminadas
en la Tabla 6.

[00176] En algunas realizaciones, las CDRs de un anticuerpo pueden determinarse segun
Kabat et al, J. Biol. Chem. 252, 6609-6616 (1977) y Kabat et al, Sequences of Protein of
Immunological Interest (1991), cada uno de ellos integralmente incorporado al presente por
referencia.

[00177] En algunas realizaciones, las CDRs de un anticuerpo pueden determinarse segun el
esquema de numeracion de Chothia, que se refiere a la ubicacion de circuitos estructurales de
inmunoglobulina (vease, por ejemplo, Chothia, C. & Lesk, A. M. (1987), J. Mol. Biol. 196: 901-
917; Al-Lazikani, B. et al (1997), J. Mol. Biol. 273: 927-948; Chothia, C. et al (1992), J. Mol.
Biol. 227: 799-817; Tramontano, A. et al (1990), J. Mol. Biol. 215 (1): 175-82; y Patente
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Norteamericana n°® 7.709.226, todos los cuales son integralmente incorporados al presente por
referencia). Tipicamente, al utilizarse la convencion de numeracién de Kabat, el circuito de
CDRH1 de Chothia estd presente en los aminoécidos de cadena pesada 26 a 32, 33 0 34, el
circuito CDRH2 de Chothia esta presente en los aminoacidos de cadena pesada 52 a 56 y el
circuito CDRH3 de Chothia estd presente en los aminoacidos de cadena pesada 95 a 102,
mientras el circuito CDRL1 de Chothia esta presente en los aminoacidos de cadena ligera 24 a
34, el circuito de CDRL2 de Chothia esté presente en los aminoacidos de cadena ligera 50 a 56 y
el circuito CDRL3 de Chothia esté presente en los aminoécidos de cadena ligera 89 a 97. El final
del circuito CDRH1 de Chothia, mientras numerado utilizando la convencion de numeracion de
Kabat, varia de H32 a H34, dependiendo de la longitud del circuito (esto porque el esquema de
numeracion de Kabat posiciona las inserciones en H35A y H35B; de no estar presente 35A ni
35B, el circuito termina en 32; de solo 35A estar presente, el circuito termina en 33; de estar
presentes ambos, 35A y 35B, el circuito termina en 34).

[00178] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que el anticuerpo comprende las
CDRs de VH de Chothia de un VH discriminado en la Tabla 6 del presente. En algunas
realizaciones, la presente invencién suministra un anticuerpo aislado que se liga especificamente
a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que el anticuerpo comprende las CDRs de VL de
Chothia de un VL discriminado en la Tabla 6 del presente. En algunas realizaciones, la presente
invencion suministra un anticuerpo aislado que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-
1 humano), en que el anticuerpo comprende las CDRs de VH de Chothia y las CDRs de VL de
Chothia de un anticuerpo descrito en la Tabla 6 del presente. En algunas realizaciones,
anticuerpos que se ligan especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprenden una o
méas CDRs, en que las CDRs de Chothia y Kabat poseen la misma secuencia de aminoacidos. En
algunas realizaciones, la presente invencién suministra un anticuerpo aislado que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) y comprende una combinacién de CDRs de
Kabat y CDRs de Chothia.

[00179] En algunas realizaciones, las CDRs de un anticuerpo pueden determinarse segun el
sistema de numeracion de IMGT descrito en Lefranc, M-P (1999), arriba, y Lefranc, M-P et al
(1999), arriba, cada uno de ellos integralmente incorporado al presente por referencia. En

algunas realizaciones, la presente invencion suministra anticuerpos que se ligan especificamente
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a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) y comprenden CDRs de un anticuerpo descrito en la Tabla
6 del presente, segun lo determinado por el sistema de numeracion IMGT; por ejemplo, segun lo
descrito en Lefranc, M-P (1999) arriba y por Lefranc, M-P et al (1999), arriba.

[00180] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que el anticuerpo comprende las
CDRs de VH de IMGT discriminadas en la Tabla 6 del presente. En algunas realizaciones, la
presente invencion suministra un anticuerpo aislado que se liga especificamente a PD-1 (por
ejemplo, PD-1 humano), en que el anticuerpo comprende las CDRs de VL de IMGT de un VL
discriminado en la Tabla 6 del presente. En algunas realizaciones, la presente invencion
suministra un anticuerpo aislado que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1
humano), en que el anticuerpo comprende las CDRs de VH de IMGT y las CDRs de VL de
IMGT de un anticuerpo descrito en la Tabla 6 del presente. En algunas realizaciones, la presente
invencién suministra un anticuerpo aislado que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-
1 humano) y comprende una combinacion de CDRs de Kabat y CDRs de IMGT.

[00181] En algunas realizaciones, las CDRs de un anticuerpo pueden determinarse segun el
esquema de numeracion de AbM, que designa las regiones hipervariables de AbM, que
representan un compromiso entre las CDRs de Kabat y los circuitos estructurales de Chothia, y
son utilizadas por el software de modelacion de anticuerpos AbM de Oxford Molecular (Oxford
Molecular Group, Inc.), integralmente incorporado al presente por referencia. En una realizacion
especifica, la presente invencion suministra anticuerpos que se ligan especificamente a PD-1 (por
ejemplo, PD-1 humano) y comprenden CDRs de un anticuerpo descrito en la Tabla 6 del
presente, segun lo determinado por el sistema de numeracién AbM.

[00182] En algunas realizaciones, las CDRs de un anticuerpo pueden determinarse segun
MacCallum, R. M. et al (1996), J. Mol. Biol. 262: 732-745, integralmente incorporado al
presente por referencia. Véase también, por ejemplo, Martin, A., Protein Sequence and Structure
Analysis of Antibody Variable Domains, en Antibody Engineering, Kontermann y Dubel, eds.,
Capitulo 31, pags. 422-439, Springer-Verlag, Berlin (2001), integralmente incorporado al
presente por referencia. En una realizacion especifica, la presente invencion suministra
anticuerpos que se ligan especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) y comprenden
CDRs de un anticuerpo descrito en la Tabla 6 del presente, segln lo determinado por el sistema

de numeracion MacCallum.
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[00183] Consecuentemente, en algunas realizaciones, la presente invencion suministra un
anticuerpo aislado que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que el
anticuerpo comprende una regién variable de cadena pesada que comprende las secuencias de
aminoacidos CDRH1, CDRH2 y CDRH3 de una region variable de cadena pesada establecida en
SEQ ID N° 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72 6 73 y una region variable de cadena ligera que comprende
las secuencias de aminoacidos de la region CDRL1, CDRL2 y CDRL3 de una region variable de
cadena ligera establecida en SEQ ID N° 74, en que cada CDR es definida segun la definicion de
Kabat, la definicion de Chothia, la combinacion de la definicién de Kabat y la definicién de
Chothia, el sistema de numeracion IMGT, la definicion de AbM o la definicion de contacto de
CDR.

[00184] En algunas realizaciones, la presente invencidén suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que el anticuerpo comprende:

a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYGMH (SEQ ID N° 75); y/o

b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de VIWX;DGSNX,YYADSVX;G
(SEQ ID N°86),emque X;esYOoF; X,esKoE; y Xzes Ko M; y/o

C. CDRH3 comprende la secuencia de aminoécidos de NX;DX; (SEQ ID N° 87), en que X;
esGoV;yX,esHoY;ylo

d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVSSNLA (SEQ ID N° 83);
yl/o

e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de GASTRAT (SEQ ID N° 84); y/o

f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYNNWPRT (SEQ ID N° 85).
[00185] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que el anticuerpo comprende:

a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYGMH (SEQ ID N° 75);

b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de VIWX;DGSNX,YYADSVX;3G
(SEQ ID N°86), emque X;esYOF; X, esKOE; y Xzes Ko M;

C. CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos de NX;DX, (SEQ ID N° 87), en que X;
esGoV;yX,esHoY,

d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVSSNLA (SEQ ID N° 83);

e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de GASTRAT (SEQ ID N° 84); y

f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYNNWPRT (SEQ ID N° 85).
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[00186] En algunas realizaciones, CDRH2 comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada desde el grupo que consiste de SEQ ID N° 76-79. En algunas realizaciones,
CDRH3 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de
SEQ ID N° 80-82. En algunas realizaciones, CDRH1, CDRH2 y CDRH3 comprenden las
secuencias de aminoacidos CDRH1, CDRH2 y CDRH3, respectivamente, de un anticuerpo de la
Tabla 7. En algunas realizaciones, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 comprenden las secuencias de
aminoécidos CDRL1, CDRL2 y CDRL3, respectivamente, de un anticuerpo de la Tabla 8.
[00187] En algunas realizaciones, la presente invencidén suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), que comprende una regién variable
de cadena pesada que comprende las regiones de determinacion de la complementariedad
CDRH1, CDRH2 y CDRH3, en que CDRH1, CDRH2 y CDRH3 comprenden las secuencias de
aminoacidos CDRH1, CDRH2 y CDRH3, respectivamente, establecidas en SEQ ID N° 75, 76 y
80; 75,76y 81; 75,76y 82; 75,77y 81; 75,78y 81; 6 75, 79y 81.

[00188] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), que comprende una region variable
de cadena ligera que comprende las regiones de determinacién de la complementariedad
CDRL1, CDRL2 y CDRLZ3, en que CDRL1, CDRL2 y CDRL3 comprenden las secuencias de
aminoacidos CDRL1, CDRL2 y CDRL3, respectivamente, establecidas en SEQ ID N° 83, 84 y
85.

[00189] En algunas realizaciones, la presente invencidén suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), que comprende una regién variable
de cadena pesada que comprende las regiones de determinacion de la complementariedad
CDRH1, CDRH2 y CDRH3, y una region variable de cadena ligera que comprende las regiones
de determinacion de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en que CDRH1,
CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 comprenden las secuencias de aminoacidos
CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3, respectivamente, establecidas en SEQ
ID N° 75, 76, 80, 83, 84y 85; 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 75, 77, 81, 83,84 y
85; 75, 78, 81, 83,84 y 85; 6 75, 79, 81, 83, 84 y 85, respectivamente.

[00190] En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de cadena
pesada que comprende las regiones CDRH1, CDRH2 y CDRH3 y una region variable de cadena
ligera que comprende las regiones CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en que las regiones CDRH1,
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CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 comprenden las secuencias de aminoacidos
establecidas en SEQ ID N° 75, 76, 81, 83, 84 y 85, respectivamente.

[00191] En algunas realizaciones, la presente invencidén suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), que comprende una region variable
de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 88.

[00192] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), que comprende una region variable
de cadena pesada que comprende una secuencia de aminodcidos que es al menos 75%, 80%,
85%, 90%, 95% 6 100% (por ejemplo, al menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98
0 99%) idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de
SEQ ID N° 66-73. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de
cadena pesada que posee una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste
de SEQ ID N° 66-73. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de
cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 66. En algunas
realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada que posee la
secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 67. En algunas realizaciones, el anticuerpo
comprende una region variable de cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos
establecida en SEQ ID N° 68. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region
variable de cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 69.
En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de cadena pesada que
posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 70. En algunas realizaciones, el
anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada que posee la secuencia de
aminodcidos establecida en SEQ ID N° 71. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende
una region variable de cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ
ID N° 72. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de cadena
pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 73.

[00193] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), que comprende una region variable
de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 75%, 80%, 85%,
90%, 95% 6 100% (por ejemplo, al menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 6
99%) ideéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 74. En algunas realizaciones, el
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anticuerpo comprende una region variable de cadena ligera que posee la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N° 74.

[00194] En algunas realizaciones, la presente invencidén suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), que comprende una region variable
de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 75%, 80%,
85%, 90%, 95% 6 100% (por ejemplo, al menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98
0 99%) idéntica a una secuencia de aminoéacidos establecida en SEQ ID N° 66, 67, 68, 69, 70, 71,
72 6 73 y una region variable de cadena ligera que es al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95% ¢
100% (por ejemplo, al menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 6 99%) idéntica a
la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 74. En algunas realizaciones, la presente
invencion suministra un anticuerpo aislado que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-
1 humano), que comprende una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia
de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72 ¢ 73 y una regién variable
de cadena ligera establecida en SEQ ID N° 74. En algunas realizaciones, el anticuerpo
comprende una region variable de cadena pesada y una regidn variable de cadena ligera que
poseen las secuencias de aminoécidos establecidas en SEQ ID N°66 y 74; 67y 74; 68y 74; 69 y
74,70y 74,71y 74,72y 74; 6 73y 74, respectivamente. En algunas realizaciones, el anticuerpo
comprende una region variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera que
poseen las secuencias de amino&cidos establecidas en SEQ ID N° 66 y 74, respectivamente. En
algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada y una
region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ
ID N° 67 y 74, respectivamente. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién
variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera que poseen las secuencias de
aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 68 y 74, respectivamente. En algunas realizaciones, el
anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena
ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 69 y 74,
respectivamente. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de
cadena pesada y una region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos
establecidas en SEQ ID N° 70 y 74, respectivamente. En algunas realizaciones, el anticuerpo
comprende una region variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera que

poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 71 y 74, respectivamente. En
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algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada y una
region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ
ID N° 72 y 74, respectivamente. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una region
variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera que poseen las secuencias de
aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 73 y 74, respectivamente.

[00195] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), que comprende una region variable
de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia de
linea germinal IGHV3-33 humana (por ejemplo, IGHV3-33*01, por ejemplo, que posee la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 89). Una o mas regiones seleccionadas desde la cadena
principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal 3, CDRH1 y CDRH2 (por ejemplo, dos,
tres, cuatro o cinco de esas regiones) pueden derivarse de una secuencia de linea germinal
IGHV3-33. En una realizacion, la cadena principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal 3,
CDRH1 y CDRH2 son todas derivadas de una secuencia de linea germinal IGHV3-33 humana.
[00196] En algunas realizaciones, la presente invencidén suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), que comprende una region variable
de cadena ligera que posee una secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia de linea
germinal IGKV3-15 humana (por ejemplo, IGKV3-15*01, por ejemplo, que posee la secuencia
de amino&cidos de SEQ ID N° 90). Una o mas regiones seleccionadas desde la cadena principal
1, la cadena principal 2, la cadena principal 3, CDRL1 y CDRL2 (por ejemplo, dos, tres, cuatro o
cinco de esas regiones) pueden derivarse de una secuencia de linea germinal IGKV3-15. En una
realizacion, la cadena principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal 3, CDRL1 y CDRL2
son todas derivadas de una secuencia de linea germinal IGKV3-15 humana.

[00197] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), que comprende una regién variable
de cadena pesada que posee una secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia de linea
germinal IGHV3-33 humana (por ejemplo, IGHV3-33*01, por ejemplo, que posee la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID N° 89) y una region variable de cadena ligera que posee una
secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia de linea germinal IGKV3-15 (por ejemplo,
IGKV3-15*01, por ejemplo, que posee la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 90). Una o

mas regiones seleccionadas desde la cadena principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal
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3, CDRH1 y CDRH2 de la region variable de cadena pesada (por ejemplo, dos, tres, cuatro o
cinco de esas regiones) pueden derivarse de una secuencia de linea germinal IGHV3-33 humana.
En una realizacion, la cadena principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal 3, CDRH1 y
CDRH2 son todas derivadas de una secuencia de linea germinal IGHV3-33 humana. Una 0 més
regiones seleccionadas desde la cadena principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal 3,
CDRL1 y CDRL2 de la region variable de cadena ligera (por ejemplo, dos, tres, cuatro o cinco
de esas regiones) pueden derivarse de una secuencia de linea germinal IGKV3-15 humana. En
una realizacion, la cadena principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal 3, CDRL1 y
CDRL2 son todas derivadas de una secuencia de linea germinal IGKV3-15 humana.

[00198] En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una cadena pesada que posee una
secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de SEQ ID N° 91 y 92. En
algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una cadena pesada que posee la secuencia de
aminoacidos establecida en SEQ ID N° 91. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende
una cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 92.

[00199] En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una cadena ligera que posee la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 93.

[00200] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), que comprende una cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID N° 91 y 92, y una cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID N° 93. En algunas realizaciones, el
anticuerpo comprende una cadena pesada y una cadena ligera que poseen las secuencias de
aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 91 y 93, respectivamente. En algunas realizaciones, el
anticuerpo comprende una cadena pesada y una cadena ligera que poseen las secuencias de
aminodcidos establecidas en SEQ ID N° 92 y 93, respectivamente.

[00201] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
compite por la ligacién a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), con un anticuerpo que comprende
las secuencias de aminoacidos de region variable de cadena pesada y ligera establecidas en SEQ
IDNCG6YT74;67y74,68y74,69y 74,70y 74;71y74;72y74; 673y 74, respectivamente.
En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que compite por
la ligacion a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), con un anticuerpo que comprende las secuencias

de aminoéacidos de region variable de cadena pesada y ligera establecidas en SEQ ID N° 66 y 74,
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respectivamente.

[00202] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga al mismo epitopo sobre CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) que un anticuerpo que
comprende las secuencias de aminoacidos de region variable de cadena pesada y ligera
establecidas en SEQ ID N° 66y 74; 67y 74; 68y 74; 69y 74, 70y 74; 71y 74,72y 74, 6 73 y
74, respectivamente. En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo
aislado que se liga al mismo epitopo sobre CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) que un
anticuerpo que comprende las secuencias de aminoacidos de region variable de cadena pesada y
ligera establecidas en SEQ ID N° 66 y 74, respectivamente. En algunas realizaciones, el
anticuerpo aislado se liga a un epitopo ubicado en una region de CTLA-4 humano que consiste
de la secuencia de aminodcidos de SEQ ID N° 103. En algunas realizaciones, el anticuerpo
aislado se liga a un epitopo ubicado en una region de CTLA-4 humano que consiste de la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 104. En algunas realizaciones, el anticuerpo aislado se
liga a un epitopo ubicado en una region de CTLA-4 humano que consiste de la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID N° 105. En algunas realizaciones, el anticuerpo aislado se liga a un
epitopo ubicado en una region de CTLA-4 humano que consiste de la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID N° 106. En algunas realizaciones, el anticuerpo aislado se liga a un epitopo ubicado
en una region de CTLA-4 humano que consiste de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°
107.

[00203] En algunas realizaciones, la presente invencidén suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a PD-1 humano y trabaja como antagonista.

[00204] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que
se liga especificamente a PD-1 humano y reduce la actividad de PD-1 en al menos 5%, 10%,
15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 98% 6 99% segun lo determinado por los métodos descritos en el presente y/o conocidos
por los expertos en la materia, con relacion a la actividad de PD-1 sin anticuerpo o con un
anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga especificamente a PD-1).
En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que se liga
especificamente a PD-1 humano y reduce la actividad de PD-1 en al menos cerca de 1,2 veces,
1,3 veces, 1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces,

6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60
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veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces 6 100 veces, segun lo determinado por los métodos descritos
en el presente y/o conocidos por los expertos en la materia, con relacion a la actividad de PD-1
sin anticuerpo o con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga
especificamente a PD-1). Ejemplos no limitantes de la actividad de PD-1 pueden incluir la
sefializacion de PD-1, ligacion de PD-1 a ligante PD-1 (por ejemplo, PD-L1 6 PD-L2),
inhibicion de la produccion de citoquinas (por ejemplo, IL-2 6 IFNy) e inhibicién de la
proliferacion de células T. En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un
anticuerpo aislado que se liga especificamente a PD-1 humano y desactiva, reduce o inhibe la
actividad de PD-1. En realizaciones especificas, se determina la reduccion de la actividad de PD-
1 segun lo descrito en los Ejemplos abajo.

[00205] En realizaciones especificas, la presente invencién suministra un anticuerpo aislado
que se liga especificamente a PD-1 humano y reduce la ligacion de PD-1 a su ligante (por
ejemplo, PD-L1 6 PD-L2) en al menos cerca de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% & 99% segun lo
determinado por los métodos descritos en el presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos
por los expertos en la materia, con relacion a la ligacion de PD-1 a su ligante (por ejemplo, PD-
L1 6 PD-L2), sin anticuerpo o con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que
no se liga especificamente a PD-1). En realizaciones especificas, la presente invencion
suministra un anticuerpo aislado que se liga especificamente a PD-1 humano y reduce la ligacion
de PD-1 a su ligante (por ejemplo, PD-L1 6 PD-L2) en al menos cerca de 1,2 veces, 1,3 veces,
1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7
veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70
veces, 80 veces, 90 veces 6 100 veces, segun lo determinado por los métodos descritos en el
presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en la materia, con relacion a
la ligacion de PD-1 a su ligante (por ejemplo, PD-L1 6 PD-L2), sin anticuerpo o con un
anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga especificamente a PD-1).
[00206] En realizaciones especificas, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado
que se liga especificamente a PD-1 humano e incrementa la producciéon de citoquinas (por
ejemplo, IL-2 6 IFNy) en al menos cerca de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 6 99% segun lo determinado por

los métodos descritos en el presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en
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la materia, con relacion a la produccion de citoquinas sin anticuerpo o con un anticuerpo no
relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga especificamente a PD-1). En realizaciones
especificas, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado que se liga especificamente a
PD-1 humano e incrementa la produccion de citoquinas (por ejemplo, IL-2 6 IFNy) en al menos
cerca de 1,2 veces, 1,3 veces, 1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4
veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30
veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces 6 100 veces, segun lo
determinado por los métodos descritos en el presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos
por los expertos en la materia, con relacion a la produccion de citoquinas sin anticuerpo o con un
anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga especificamente a PD-1).
[00207] En realizaciones especificas, la presente invencién suministra un anticuerpo aislado
que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) y, aisladamente o en
combinacion con un anticuerpo anti-CTLA-4 (por ejemplo, ipilimumab o tremelimumab), un
anticuerpo anti-TIGIT, un anticuerpo anti-CD137 (por ejemplo, urelumab o utomilumab) o un
anticuerpo anti-OX40 (por ejemplo, pogalizumab o tavolixizumab), incrementa la produccién de
IL-2 en células mononucleares de la sangre periférica (PBMCs) humanas, en reaccion al
estimulo de Enterotoxina A de Staphylococcus (SEA) en al menos cerca de 1,2 veces, 1,3 veces,
1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7
veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70
veces, 80 veces, 90 veces 6 100 veces, segun lo determinado por los métodos descritos en el
presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en la materia, con relacién a
la produccién de IL-2 sin anticuerpo o con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un
anticuerpo que no se liga especificamente a PD-1).

[00208] En algunas realizaciones, células mononucleares de la sangre periférica (PBMCs)
humanas estimuladas con enterotoxina A de Staphylococcus (SEA) en la presencia de un
anticuerpo descrito en el presente, que se liga especificamente a PD-1 humano, aisladamente o
en combinacion con un anticuerpo anti-CTLA-4 (por ejemplo, ipilimumab o tremelimumab), un
anticuerpo anti-TIGIT, un anticuerpo anti-CD137 (por ejemplo, urelumab o utomilumab) o un
anticuerpo anti-OX40 (por ejemplo, pogalizumab o tavolixizumab) han incrementado la
produccién de IL-2 en al menos cerca de 1,2 veces, 1,3 veces, 1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5

veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10
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veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces 0
100 veces con relacion a PBMCs solo estimuladas con SEA, sin anticuerpo o con un anticuerpo
no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga especificamente a PD-1), segun lo
determinado por los métodos descritos en el presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos
por los expertos en la materia.

[00209] En realizaciones especificas, la presente invencidén suministra un anticuerpo aislado
que se liga especificamente a PD-1 humano e incrementa la produccion de IFNy de un cocultivo
de células T humanas y células dendriticas alogénicas en al menos cerca de 1,2 veces, 1,3 veces,
1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7
veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70
veces, 80 veces, 90 veces 6 100 veces, segun lo determinado por los métodos descritos en el
presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en la materia, con relacion a
la produccion de IFNy de un cocultivo de células T humanas y células dendriticas alogénicas Sin
anticuerpo o0 con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga
especificamente a PD-1).

[00210] En algunas realizaciones, un cocultivo de células T humanas y células dendriticas
alogeénicas en la presencia de un anticuerpo descrito en el presente, que se liga especificamente a
PD-1 humano, ha incrementado la produccion de IFNy en al menos cerca de 1,2 veces, 1,3 veces,
1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7
veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70
veces, 80 veces, 90 veces 6 100 veces, con relacion a un cocultivo de células T humanas y
células dendriticas alogénicas sin anticuerpo o con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un
anticuerpo que no se liga especificamente a PD-1), segun lo determinado por los métodos
descritos en el presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en la materia.
[00211] En realizaciones especificas, la presente invencion suministra un anticuerpo aislado
que se liga especificamente a PD-1 humano e incrementa la proliferacion de células T en al
menos cerca de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% & 99% segln lo determinado por los métodos descritos en el
presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en la materia, con relacién a
la proliferacion de células T sin anticuerpo o con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un

anticuerpo que no se liga especificamente a PD-1). En algunas realizaciones, la presente
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invencidon suministra un anticuerpo aislado que se liga especificamente a PD-1 humano e
incrementa la proliferacion de células T en al menos cerca de 1,2 veces, 1,3 veces, 1,4 veces, 1,5
veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8
veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80
veces, 90 veces 0 100 veces, segun lo determinado por los métodos descritos en el presente
(véanse los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en la materia, con relacién a la
proliferacion de células T sin anticuerpo o con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un
anticuerpo que no se liga especificamente a PD-1).

[00212] En realizaciones especificas, la presente invencidn suministra un anticuerpo aislado
que se liga especificamente a PD-1 humano e incrementa la proliferacion de células T CD4+ o
CD8+ estimuladas por anticuerpos anti-CD3 en cocultivo con fluido de ascitis de céncer de
ovario en al menos cerca de 1,2 veces, 1,3 veces, 1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3
veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15
veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces 0 100
veces, segun lo determinado por los métodos descritos en el presente (véanse los Ejemplos
abajo) o conocidos por los expertos en la materia, con relacion a la proliferacion de células T
CD4+ o CD8+ estimuladas por anticuerpo anti-CD3 en cocultivo con fluido de ascitis de cancer
de ovario sin anticuerpo o con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no
se liga especificamente a PD-1).

[00213] En realizaciones especificas, la presente invencidén suministra un anticuerpo aislado
que se liga especificamente a PD-1 humano e incrementa la sefializacion de NFAT en células
relatoras de NFAT-luciferasa que expresan PD1 cocultivadas con células blanco que expresan
PD-L1 en al menos cerca de 1,2 veces, 1,3 veces, 1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3
veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15
veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces 0 100
veces, segun lo determinado por los métodos descritos en el presente (véanse los Ejemplos
abajo) o conocidos por los expertos en la materia, con relacion a la sefializacion de NAFT en
células relatoras de NFAT-luciferasa que expresan PD-1 en cocultivo con células blanco que
expresan PD-L1 sin anticuerpo o con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo

que no se liga especificamente a PD-1).
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6.2.3 Anticuerpos multiespecificos que se ligan especificamente a CTLA-4 y/o PD-1.

[00214] En un aspecto, el presente suministra anticuerpos multiespecificos (por ejemplo,
anticuerpos biespecificos) que se ligan especificamente a CTLA-4 y PD-1 (por ejemplo, CTLA-4
humano y PD-1 humano). Un anticuerpo multiespecifico (por ejemplo, biespecifico)
suministrado en el presente puede comprender, por ejemplo, una primera region de ligacion de
antigeno que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y una segunda
region de ligacion de antigeno que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano).
Estos anticuerpos multiespecificos exhiben convenientemente mas especificidad para algunos
subconjuntos de células inmunes que contienen la combinacion de proteinas blanco que
anticuerpos bivalentes monoespecificos que se ligan tan solo a CTLA-4 6 PD-1.

[00215] En una realizacion, un anticuerpo suministrado en el presente que se liga
especificamente a CTLA-4 y PD-1 contiene una combinacién de CDRs exhibidas en una sola
linea de la Tabla 11 abajo.

Tabla 11. Secuencias de CDR de ejemplos de anticuerpos anti-CTLA-4/PD-1*:

SEQ ID N° de CDRs del primer dominio SEQ ID N° de CDRs del segundo dominio
de ligacion de antigenos que se liga de ligacion de antigenos que se liga especificamente
especificamente a CTLA-4 humano a PD-1 humano

VH VH VH VL VL VL VH VH VH VL VL VL
CDR1 | CDR2 | CDR3 | CDR1 | CDR2 | CDR3 | CDR1 CDR2 | CDR3 | CDR1 | CDR2 | CDR3
20 22 24 27 30 36 75 76 80 83 84 85
20 22 24 29 32 37 75 76 80 83 84 85
20 22 24 29 33 38 75 76 80 83 84 85
21 22 24 27 30 36 75 76 80 83 84 85
21 22 24 29 33 38 75 76 80 83 84 85
20 22 24 28 31 36 75 76 80 83 84 85
20 22 24 29 34 36 75 76 80 83 84 85
20 22 24 29 35 38 75 76 80 83 84 85
21 22 26 27 30 36 75 76 80 83 84 85
21 22 26 29 32 37 75 76 80 83 84 85
21 22 26 29 33 38 75 76 80 83 84 85
21 22 26 29 35 38 75 76 80 83 84 85
20 22 24 27 30 36 75 76 81 83 84 85
20 22 24 29 32 37 75 76 81 83 84 85
20 22 24 29 33 38 75 76 81 83 84 85
21 22 24 27 30 36 75 76 81 83 84 85
21 22 24 29 33 38 75 76 81 83 84 85
20 22 24 28 31 36 75 76 81 83 84 85
20 22 24 29 34 36 75 76 81 83 84 85
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SEQ ID N° de CDRs del primer dominio SEQ ID N° de CDRs del segundo dominio
de ligacidn de antigenos que se liga de ligacion de antigenos que se liga especificamente
especificamente a CTLA-4 humano a PD-1 humano

VH VH VH VL VL VL VH VH VH VL VL VL
CDR1 | CDR2 | CDR3 | CDR1 | CDR2 | CDR3 | CDR1 CDR2 | CDR3 | CDR1 | CDR2 | CDR3
20 22 24 29 35 38 75 76 81 83 84 85
21 22 26 27 30 36 75 76 81 83 84 85
21 22 26 29 32 37 75 76 81 83 84 85
21 22 26 29 33 38 75 76 81 83 84 85
21 22 26 29 35 38 75 76 81 83 84 85
20 22 24 27 30 36 75 76 82 83 84 85
20 22 24 29 32 37 75 76 82 83 84 85
20 22 24 29 33 38 75 76 82 83 84 85
21 22 24 27 30 36 75 76 82 83 84 85
21 22 24 29 33 38 75 76 82 83 84 85
20 22 24 28 31 36 75 76 82 83 84 85
20 22 24 29 34 36 75 76 82 83 84 85
20 22 24 29 35 38 75 76 82 83 84 85
21 22 26 27 30 36 75 76 82 83 84 85
21 22 26 29 32 37 75 76 82 83 84 85
21 22 26 29 33 38 75 76 82 83 84 85
21 22 26 29 35 38 75 76 82 83 84 85
20 22 24 27 30 36 75 77 81 83 84 85
20 22 24 29 32 37 75 77 81 83 84 85
20 22 24 29 33 38 75 77 81 83 84 85
21 22 24 27 30 36 75 77 81 83 84 85
21 22 24 29 33 38 75 77 81 83 84 85
20 22 24 28 31 36 75 77 81 83 84 85
20 22 24 29 34 36 75 77 81 83 84 85
20 22 24 29 35 38 75 77 81 83 84 85
21 22 26 27 30 36 75 77 81 83 84 85
21 22 26 29 32 37 75 77 81 83 84 85
21 22 26 29 33 38 75 77 81 83 84 85
21 22 26 29 35 38 75 77 81 83 84 85
20 22 24 27 30 36 75 78 81 83 84 85
20 22 24 29 32 37 75 78 81 83 84 85
20 22 24 29 33 38 75 78 81 83 84 85
21 22 24 27 30 36 75 78 81 83 84 85
21 22 24 29 33 38 75 78 81 83 84 85
20 22 24 28 31 36 75 78 81 83 84 85
20 22 24 29 34 36 75 78 81 83 84 85
20 22 24 29 35 38 75 78 81 83 84 85
21 22 26 27 30 36 75 78 81 83 84 85
21 22 26 29 32 37 75 78 81 83 84 85

102




SEQ ID N° de CDRs del primer dominio
de ligacidn de antigenos que se liga
especificamente a CTLA-4 humano

SEQ ID N° de CDRs del segundo dominio
de ligacion de antigenos que se liga especificamente
a PD-1 humano

VH VH VH VL VL VL VH VH VH VL VL VL
CDR1 | CDR2 | CDR3 | CDR1 | CDR2 | CDR3 | CDR1 | CDR2 | CDR3 | CDR1 | CDR2 | CDR3
21 22 26 29 33 38 75 78 81 83 84 85
21 22 26 29 35 38 75 78 81 83 84 85
20 22 24 27 30 36 75 79 81 83 84 85
20 22 24 29 32 37 75 79 81 83 84 85
20 22 24 29 33 38 75 79 81 83 84 85
21 22 24 27 30 36 75 79 81 83 84 85
21 22 24 29 33 38 75 79 81 83 84 85
20 22 24 28 31 36 75 79 81 83 84 85
20 22 24 29 34 36 75 79 81 83 84 85
20 22 24 29 35 38 75 79 81 83 84 85
21 22 26 27 30 36 75 79 81 83 84 85
21 22 26 29 32 37 75 79 81 83 84 85
21 22 26 29 33 38 75 79 81 83 84 85
21 22 26 29 35 38 75 79 81 83 84 85

* Definido segun el sistema de numeracion de Kabat.

[00216] En wuna realizacion, un anticuerpo suministrado en el presente que se liga

especificamente a CTLA-4 y PD-1 contiene una combinacion de dos regiones variables de

cadena pesada y dos regiones variables de cadena ligera exhibidas en una sola linea de la Tabla

12 abajo.

Tabla 12. Secuencias de regién variable de cadena pesada (VH) y region variable de cadena

ligera (VL) de ejemplos de anticuerpos anti-CTLA-4/PD-1:

SEQ ID N° de regiones variables del primer
dominio de ligacion de antigenos que se liga
especificamente a CTLA-4 humano

SEQ ID N° de regiones variables del segundo
dominio de ligacion de antigenos que se liga
especificamente a PD-1 humano

VH SEQ ID N° VL SEQ ID N° VH SEQ ID N° VL SEQ ID N°
1 14 67 74
1 16 67 74
1 17 67 74
9 14 67 74
9 17 67 74
10 15 67 74
10 17 67 74
10 18 67 74
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SEQ ID N° de regiones variables del primer
dominio de ligacion de antigenos que se liga
especificamente a CTLA-4 humano

SEQ ID N° de regiones variables del segundo
dominio de ligacion de antigenos que se liga
especificamente a PD-1 humano

VH SEQ ID N° VL SEQ ID N° VH SEQ ID N° VL SEQ ID N°
10 19 67 74
11 15 67 74
11 14 67 74
11 16 67 74
11 17 67 74
12 14 67 74
12 16 67 74
12 17 67 74
12 19 67 74
13 15 67 74
13 17 67 74
1 14 66 74
1 16 66 74
1 17 66 74
9 14 66 74
9 17 66 74
10 15 66 74
10 17 66 74
10 18 66 74
10 19 66 74
11 15 66 74
11 14 66 74
11 16 66 74
11 17 66 74
12 14 66 74
12 16 66 74
12 17 66 74
12 19 66 74
13 15 66 74
13 17 66 74
1 14 68 74
1 16 68 74
1 17 68 74
9 14 68 74
9 17 68 74
10 15 68 74
10 17 68 74
10 18 68 74
10 19 68 74
11 15 68 74
11 14 68 74
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SEQ ID N° de regiones variables del primer
dominio de ligacion de antigenos que se liga
especificamente a CTLA-4 humano

SEQ ID N° de regiones variables del segundo
dominio de ligacion de antigenos que se liga
especificamente a PD-1 humano

VH SEQ ID N° VL SEQ ID N° VH SEQ ID N° VL SEQ ID N°
11 16 68 74
11 17 68 74
12 14 68 74
12 16 68 74
12 17 68 74
12 19 68 74
13 15 68 74
13 17 68 74
1 14 69 74
1 16 69 74
1 17 69 74
9 14 69 74
9 17 69 74
10 15 69 74
10 17 69 74
10 18 69 74
10 19 69 74
11 15 69 74
11 14 69 74
11 16 69 74
11 17 69 74
12 14 69 74
12 16 69 74
12 17 69 74
12 19 69 74
13 15 69 74
13 17 69 74
1 14 70 74
1 16 70 74
1 17 70 74
9 14 70 74
9 17 70 74
10 15 70 74
10 17 70 74
10 18 70 74
10 19 70 74
11 15 70 74
11 14 70 74
11 16 70 74
11 17 70 74
12 14 70 74

105




SEQ ID N° de regiones variables del primer
dominio de ligacion de antigenos que se liga
especificamente a CTLA-4 humano

SEQ ID N° de regiones variables del segundo
dominio de ligacion de antigenos que se liga
especificamente a PD-1 humano

VH SEQ ID N° VL SEQ ID N° VH SEQ ID N° VL SEQ ID N°
12 16 70 74
12 17 70 74
12 19 70 74
13 15 70 74
13 17 70 74
1 14 71 74
1 16 71 74
1 17 71 74
9 14 71 74
9 17 71 74
10 15 71 74
10 17 71 74
10 18 71 74
10 19 71 74
11 15 71 74
11 14 71 74
11 16 71 74
11 17 71 74
12 14 71 74
12 16 71 74
12 17 71 74
12 19 71 74
13 15 71 74
13 17 71 74
1 14 72 74
1 16 72 74
1 17 72 74
9 14 72 74
9 17 72 74
10 15 72 74
10 17 72 74
10 18 72 74
10 19 72 74
11 15 72 74
11 14 72 74
11 16 72 74
11 17 72 74
12 14 72 74
12 16 72 74
12 17 72 74
12 19 72 74
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SEQ ID N° de regiones variables del primer | SEQ ID N° de regiones variables del segundo
dominio de ligacion de antigenos que se liga | dominio de ligacion de antigenos que se liga
especificamente a CTLA-4 humano especificamente a PD-1 humano
VH SEQ ID N° VL SEQ ID N° VH SEQ ID N° VL SEQ ID N°

13 15 72 74

13 17 72 74

1 14 73 74

1 16 73 74

1 17 73 74

9 14 73 74

9 17 73 74

10 15 73 74

10 17 73 74

10 18 73 74

10 19 73 74

11 15 73 74

11 14 73 74

11 16 73 74

11 17 73 74

12 14 73 74

12 16 73 74

12 17 73 74

12 19 73 74

13 15 73 74

13 17 73 74
[00217] En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno que se liga

especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende una region variable de
cadena pesada que comprende una, dos o todas las tres CDRs de una region variable de cadena
pesada discriminada en la Tabla 1 del presente. En algunas realizaciones, la primera region de
ligacion de antigeno comprende el CDRH1 de una de las regiones variables de cadena pesada
discriminadas en la Tabla 1. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno
comprende el CDRH2 de una de las regiones variables de cadena pesada discriminadas en la
Tabla 1. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno comprende el
CDRH3 de una de las regiones variables de cadena pesada discriminadas en la Tabla 1.

[00218]

especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende una region variable de

En algunas realizaciones, la primera region de ligacién de antigeno que se liga

cadena ligera que comprende una, dos o todas las tres CDRs de una region variable de cadena

ligera discriminada en la Tabla 1 del presente. En algunas realizaciones, la primera region de
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ligacion de antigeno comprende el CDRL1 de una de las regiones variables de cadena ligera
discriminadas en la Tabla 1. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno
comprende el CDRL2 de una de las regiones variables de cadena ligera discriminadas en la
Tabla 1. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno comprende el
CDRL3 de una de las regiones variables de cadena ligera discriminadas en la Tabla 1.

[00219] En algunas realizaciones, las CDRs de la primera region de ligacion de antigeno
pueden determinarse segin Kabat et al, J. Biol. Chem. 252, 6609-6616 (1977) y Kabat et al,
Sequences of Protein of Immunological Interest (1991), cada uno de ellos integralmente
incorporado al presente por referencia.

[00220] En algunas realizaciones, las CDRs de la primera region de ligacion de antigeno
pueden determinarse segun el esquema de numeracion de Chothia, que se refiere a la ubicacion
de circuitos estructurales de inmunoglobulina (véanse, por ejemplo, Chothia, C. & Lesk, A. M.
(1987), J. Mol. Biol. 196: 901-917; Al-Lazikani, B. et al (1997), J. Mol. Biol. 273: 927-948;
Chothia, C. et al (1992), J. Mol. Biol. 227: 799-817; Tramontano, A. et al (1990), J. Mol. Biol.
215 (1): 175-82; y la Patente Norteamericana n°® 7.709.226, todos ellos integralmente
incorporados al presente por referencia). En algunas realizaciones, la primera region de ligacion
de antigeno que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende
las CDRs de VH de Chothia de una VH discriminada en la Tabla 1 del presente. En algunas
realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno que se liga especificamente a CTLA-4
(por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende las CDRs de VL de Chothia de una VL discriminada
en la Tabla 1. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende las CDRs de VH de
Chothia y las CDRs de VL de Chothia de un anticuerpo descrito en la Tabla 1 del presente. En
algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno que se liga especificamente a
CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende una 0 mas CDRs, en que las CDRs de
Chothia y Kabat poseen la misma secuencia de aminoacidos. En algunas realizaciones, la
primera region de ligacion de antigeno que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo,
CTLA-4 humano) comprende una combinacion de CDRs de Kabat y CDRs de Chothia.

[00221] En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende CDRs de un anticuerpo

descrito en la Tabla 1 del presente, segln lo determinado por el sistema de numeracion IMGT;
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por ejemplo, segun lo descrito en Lefranc, M-P (1999) arriba y por Lefranc, M-P et al (1999),
arriba.

[00222] En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende las CDRs de un
anticuerpo descrito en la Tabla 1 del presente, segin lo determinado por el esquema de
numeracion AbM.

[00223] En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende las CDRs de un
anticuerpo descrito en la Tabla 1 del presente, segiun lo determinado por el esquema de
numeracion de MacCallum.

[00224] Consecuentemente, en algunas realizaciones, la primera region de ligacion de
antigeno que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende una
region variable de cadena pesada que comprende las secuencias de aminoacidos de las regiones
CDRH1, CDRH2 y CDRH3 de una regién variable de cadena pesada establecida en SEQ ID N°
1,9, 10, 11, 12 6 13 y una regidn variable de cadena ligera que comprende las secuencias de
aminodcidos de la region CDRL1, CDRL2 y CDRL3 de una region variable de cadena ligera
establecida en SEQ ID N° 14, 15, 16, 17, 18 6 19, en que cada CDR es definida segun la
definicion de Kabat, la definicion de Chothia, la combinacion de la definicion de Kabat y la
definicion de Chothia, el sistema de numeracion IMGT, la definicién de AbM o la definicion de
contacto de CDR.

[00225] En algunas realizaciones, la primera region de ligacién de antigeno que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende:

a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYX;MX; (SEQ ID N° 39), en que
X1esS0A;yX,esNoS;ylo

b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de SISSSSSYIYYADSVKG (SEQ ID
N° 22); y/o

C. CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos de VGLMGPFXI (SEQ ID N° 115), en
que XesD o N; y/o

d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSV X X,YLX; (SEQ ID Ne°
43),enque X;esS0G; XpesR,SoT;yXzsesGoA,; ylo

e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de X1 X,SX3RAT (SEQ ID N° 44), en
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que X;esGO0A; X,esA0T;yXzesT,S,RoN;ylo

f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYGX;SPX,T (SEQ ID N° 45), en
que X;esSoT;yXo,esWoF.

[00226] En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende:

a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYX;MX; (SEQ ID N° 39), en que
X1esS0A; yXo,esNoS;

b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoécidos de SISSSSSYIYYADSVKG (SEQ ID
N° 22);

C. CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos de VGLMGPFXI (SEQ ID N° 115), en
que XesD o N;

d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVX;1X,YLX; (SEQ ID N°
43),enque X;esS0G; X,esR,SoT; y X3esGoA;

e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de X;X;SX3RAT (SEQ ID N° 44), en
que X;esGO0A; XesAoT;yXzesT,S,RoN;y

f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYGX;SPX,T (SEQ ID N° 45), en
que X;esSoT;yX,esWoF.

[00227] En algunas realizaciones, CDRH1 comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada desde el grupo que consiste de SEQ ID N° 20 y 21. En algunas realizaciones,
CDRH3 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de
SEQ ID N° 24 y 26. En algunas realizaciones, CDRL1 comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada desde el grupo que consiste de SEQ ID N° 27, 28 y 29. En algunas realizaciones,
CDRL2 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de
SEQ ID N° 30-35. En algunas realizaciones, CDRL3 comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada desde el grupo que consiste de SEQ ID N° 36, 37 y 38. En algunas realizaciones,
CDRH1, CDRH2 y CDRH3 comprenden las secuencias de aminoacidos CDRH1, CDRH2 y
CDRH3, respectivamente, de un anticuerpo de la Tabla 2. En algunas realizaciones, CDRL1,
CDRL2 y CDRL3 comprenden las secuencias de aminoacidos CDRL1, CDRL2 y CDRLS,
respectivamente, de un anticuerpo de la Tabla 3.

[00228] En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno que se liga

especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende una region variable de
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cadena pesada que comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRH1,
CDRH2 y CDRHS3, en que CDRH1, CDRH2 y CDRH3 comprenden las secuencias de
aminoacidos CDRH1, CDRH2 y CDRH3, respectivamente, establecidas en SEQ ID N° 20, 22 y
24;21,22y24;021, 22y 26.

[00229] En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende una region variable de
cadena ligera que comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRL1,
CDRL2 y CDRL3, en que CDRL1, CDRL2 y CDRL3 comprenden las secuencias de
aminoacidos CDRL1, CDRL2 y CDRL3, respectivamente, establecidas en SEQ ID N° 27, 30 y
36; 28,31y 36;29,32y37;29,33y38;29,34y36;629,35y 38.

[00230] En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende una regién variable de
cadena pesada que comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRH1,
CDRH2 y CDRH3, y una regién variable de cadena ligera que comprende las regiones de
determinacion de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en que CDRH1, CDRH2,
CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 comprenden las secuencias de aminoacidos CDRH1,
CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3, respectivamente, establecidas en SEQ ID N° 20,
22,24, 27,30y 36; 20, 22, 24, 29, 32 y 37; 20, 22, 24, 29, 33 y 38; 21, 22, 24, 27, 30 y 36; 21,
22,24, 29, 33y 38; 20, 22, 24, 28, 31 y 36; 20, 22, 24, 29, 34 y 36; 20, 22, 24, 29, 35y 38; 21,
22, 26, 27, 30 y 36; 21, 22, 26, 29, 32y 37; 21, 22, 26, 29, 33y 38; 0 21, 22, 26, 29, 35y 38,
respectivamente.

[00231] En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende una regién variable de
cadena pesada que comprende las regiones CDRH1, CDRH2 y CDRH3 y una region variable de
cadena ligera que comprende las regiones CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en que las regiones
CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 comprenden las secuencias de
aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 20, 22, 24, 27, 30 y 36, respectivamente.

[00232] En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende una region variable de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 46.

[00233] En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno que se liga
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especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende una region variable de
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 75%, 80%, 85%,
90%, 95% 06 100% (por ejemplo, al menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0
99%) idéntica a la secuencia de aminodcidos establecida en SEQ ID N° 1, 9, 10, 11, 12 6 13. En
algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno comprende una region variable
de cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 1, 9, 10, 11,
12 6 13. En algunas realizaciones, la primera region de ligacién de antigeno comprende una
region variable de cadena pesada que posee la secuencia de aminodcidos establecida en SEQ ID
N° 1. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno comprende una regién
variable de cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 9.
En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno comprende una region
variable de cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 10.
En algunas realizaciones, la primera region de ligacién de antigeno comprende una regién
variable de cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 11.
En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno comprende una region
variable de cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 12.
En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno comprende una regién
variable de cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 13.
[00234] En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende una regién variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 47.

[00235] En algunas realizaciones, la primera region de ligacién de antigeno que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende una regién variable de
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 75%, 80%, 85%,
90%, 95% 6 100% (por ejemplo, al menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 6
99%) idéntica a la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 14, 15, 16, 17, 18 6 19.
En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno comprende una region
variable de cadena ligera que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 14,
15, 16, 17, 18 6 19. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno
comprende una regién variable de cadena ligera que posee la secuencia de aminoacidos

establecida en SEQ ID N° 14. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno
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comprende una region variable de cadena ligera que posee la secuencia de aminoacidos
establecida en SEQ ID N° 15. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno
comprende una region variable de cadena ligera que posee la secuencia de amino&cidos
establecida en SEQ ID N° 16. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno
comprende una region variable de cadena ligera que posee la secuencia de aminoacidos
establecida en SEQ ID N° 17. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno
comprende una region variable de cadena ligera que posee la secuencia de amino&cidos
establecida en SEQ ID N° 18. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno
comprende una region variable de cadena ligera que posee la secuencia de aminoacidos
establecida en SEQ ID N° 19.

[00236] En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende una regién variable de
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 75%, 80%, 85%,
90%, 95% 6 100% (por ejemplo, al menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0
99%) idéntica a la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 1, 9, 10, 11, 126 13,y
una region variable de cadena ligera que es al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95% 6 100% (por
ejemplo, al menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 6 99%) idéntica a la secuencia
de aminoécidos establecida en SEQ ID N° 14, 15, 16, 17, 18 ¢ 19. En algunas realizaciones, la
primera region de ligacion de antigeno que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo,
CTLA-4 humano) comprende una regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 1, 9, 10, 11, 12 6 13 y una region variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 14, 15, 16, 17, 18 6
19. En algunas realizaciones, la primera region de ligacién de antigeno comprende una region
variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera que poseen las secuencias de
aminoéacidos establecidas en SEQIDN° 1y 14;1y 16,1y 17;9y14;9y 17;10y 15; 10y 17;
10y 18;10y19;11y15;11y14;11y16;11y 17,12y 14,12y 16; 12y 17,12y 19; 13 y 15;
0 13 y 17, respectivamente. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno
comprende una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera que
poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 1 y 14, respectivamente. En
algunas realizaciones, la primera regién de ligacion de antigeno comprende una regién variable

de cadena pesada y una region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de
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aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 1 y 16, respectivamente. En algunas realizaciones, la
primera region de ligacion de antigeno comprende una region variable de cadena pesada y una
region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoécidos establecidas en SEQ
ID N° 1 y 17, respectivamente. En algunas realizaciones, la primera regién de ligacion de
antigeno comprende una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera
que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 9 y 14, respectivamente.
En algunas realizaciones, la primera regién de ligacion de antigeno comprende una region
variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera que poseen las secuencias de
aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 9 y 17, respectivamente. En algunas realizaciones, la
primera region de ligacion de antigeno comprende una region variable de cadena pesada y una
region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoécidos establecidas en SEQ
ID N° 10 y 15, respectivamente. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de
antigeno comprende una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera
que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 10 y 17, respectivamente.
En algunas realizaciones, la primera regién de ligacion de antigeno comprende una region
variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera que poseen las secuencias de
aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 10 y 18, respectivamente. En algunas realizaciones, la
primera region de ligacion de antigeno comprende una region variable de cadena pesada y una
region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ
ID N° 10 y 19, respectivamente. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de
antigeno comprende una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera
que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 11 y 15, respectivamente.
En algunas realizaciones, la primera regién de ligacion de antigeno comprende una region
variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera que poseen las secuencias de
aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 11 y 14, respectivamente. En algunas realizaciones, la
primera region de ligacion de antigeno comprende una region variable de cadena pesada y una
region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ
ID N° 11 y 16, respectivamente. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de
antigeno comprende una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera
que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 11 y 17, respectivamente.

En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno comprende una region
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variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de
aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 12 y 14, respectivamente. En algunas realizaciones, la
primera region de ligacion de antigeno comprende una regién variable de cadena pesada y una
region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoécidos establecidas en SEQ
ID N° 12 y 16, respectivamente. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de
antigeno comprende una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera
que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 12 y 17, respectivamente.
En algunas realizaciones, la primera regién de ligacion de antigeno comprende una region
variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de
aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 12 y 19, respectivamente. En algunas realizaciones, la
primera region de ligacion de antigeno comprende una region variable de cadena pesada y una
region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoécidos establecidas en SEQ
ID N° 13 y 15, respectivamente. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de
antigeno comprende una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera
que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 13 y 17, respectivamente.

[00237] En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende una region variable de
cadena pesada que posee una secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia de linea
germinal IGHV3-21 humana (por ejemplo, IGHV3-21*01, por ejemplo, que posee la secuencia
de amino&cidos de SEQ ID N° 48). Una o mas regiones seleccionadas desde la cadena principal
1, la cadena principal 2, la cadena principal 3, CDRH1 y CDRH2 (por ejemplo, dos, tres, cuatro
0 cinco de esas regiones) pueden derivarse de una secuencia de linea germinal IGHV3-21
humana. En una realizacién, la cadena principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal 3,
CDRH1 y CDRHZ2 son todas derivadas de una secuencia de linea germinal IGHV3-21 humana.

[00238] En algunas realizaciones, la primera region de ligacién de antigeno que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende una region variable de
cadena ligera que posee una secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia de linea
germinal IGKV3-20 humana (por ejemplo, IGKV3-20*01, por ejemplo, que posee la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID N° 49) o una secuencia de linea germinal IGKV3-11 humana (por
ejemplo, IGKV3-11*01, por ejemplo, que posee la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 50).

Una o0 mas regiones seleccionadas desde la cadena principal 1, la cadena principal 2, la cadena
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principal 3, CDRL1 y CDRL2 (por ejemplo, dos, tres, cuatro o cinco de esas regiones) pueden
derivarse de una secuencia de linea germinal IGKV3-20 6 IGKV3-11. En una realizacion, la
cadena principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal 3, CDRL1 y CDRL2 son todas
derivadas de una secuencia de linea germinal IGKV3-20 6 IGKV3-11 humana.

[00239] En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende una region variable de
cadena pesada que posee una secuencia de aminodcidos derivada de una secuencia de linea
germinal IGHV3-21 humana (por ejemplo, IGHV3-21*01, por ejemplo, que posee la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID N° 48) y una region variable de cadena ligera que posee una
secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia de linea germinal IGKV3-20 (por ejemplo,
IGKV3-20*01, por ejemplo, que posee la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 49) o una
secuencia de linea germinal IGKV3-11 (por ejemplo, IGKV3-11*01, por ejemplo, que posee la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 50). Una o mas regiones seleccionadas desde la cadena
principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal 3, CDRH1 y CDRH2 de la regién variable
de cadena pesada (por ejemplo, dos, tres, cuatro o cinco de esas regiones) pueden derivarse de
una secuencia de linea germinal IGHV3-21 humana. En una realizacion, la cadena principal 1, la
cadena principal 2, la cadena principal 3, CDRH1 y CDRH2 son todas derivadas de una
secuencia de linea germinal IGHV3-21 humana. Una o mas regiones seleccionadas desde la
cadena principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal 3, CDRL1 y CDRL2 de la cadena
ligera (por ejemplo, dos, tres, cuatro o cinco de esas regiones) pueden derivarse de una secuencia
de linea germinal IGKV3-20 6 IGKV3-11 humana. En una realizacion, la cadena principal 1, la
cadena principal 2, la cadena principal 3, CDRL1 y CDRL2 son todas derivadas de una
secuencia de linea germinal IGKV3-20 6 IGKV3-11 humana.

[00240] En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende una cadena pesada que
posee una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de SEQ ID N° 51-
54 y 117. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno comprende una
cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 51. En algunas
realizaciones, la primera regién de ligacion de antigeno comprende una cadena pesada que posee
la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 52. En algunas realizaciones, la primera

region de ligacion de antigeno comprende una cadena pesada que posee la secuencia de
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aminoacidos establecida en SEQ ID N° 53. En algunas realizaciones, la primera region de
ligacion de antigeno comprende una cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos
establecida en SEQ ID N° 54. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno
comprende una cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N°
117.

[00241] En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende una cadena ligera que
posee la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 59.

[00242] En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) comprende una cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de SEQ ID
N° 51-54 y 117 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°
59. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno comprende una cadena
pesada y una cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N°
51 y 59, respectivamente. En algunas realizaciones, la primera region de ligacién de antigeno
comprende una cadena pesada y una cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos
establecidas en SEQ ID N° 52 y 59, respectivamente. En algunas realizaciones, la primera region
de ligacién de antigeno comprende una cadena pesada y una cadena ligera que poseen las
secuencias de aminodacidos establecidas en SEQ ID N° 53 y 59, respectivamente. En algunas
realizaciones, la primera regién de ligacion de antigeno comprende una cadena pesada y una
cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 54 y 59,
respectivamente. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno comprende
una cadena pesada y una cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en
SEQ ID N° 117 y 59, respectivamente.

[00243] En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno compite por la
ligacion a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano), con un anticuerpo que comprende las
secuencias de aminoacidos de region variable de cadena pesada y ligera establecidas en SEQ ID
N°1y14;1y16,1y17;9y14;9y17;10y15;10y 17;10y 18;10y 19; 11y 15; 11y 14;11
y16; 11y 17; 12y 14; 12 y 16; 12 y 17; 12 y 19; 13 y 15; 6 13 y 17, respectivamente. En
algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno compite por la ligacion a CTLA-
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aminoacidos de region variable de cadena pesada y ligera establecidas en SEQ ID N° 1y 14,
respectivamente.

[00244] En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno se liga al mismo
epitopo sobre CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) que un anticuerpo que comprende las
secuencias de aminoacidos de region variable de cadena pesada y ligera establecidas en SEQ ID
N°1y14;1y16,1y17;9y14;9y17;10y15;10y 17;10y 18;10y 19; 11y 15; 11y 14; 11
y 16; 11y 17; 12 y 14; 12 y 16; 12 y 17; 12 y 19; 13 y 15; 6 13 y 17, respectivamente. En
algunas realizaciones, la primera regién de ligacion de antigeno se liga al mismo epitopo sobre
CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) que un anticuerpo que comprende las secuencias de
aminoacidos de region variable de cadena pesada y ligera establecidas en SEQ ID N° 1y 14,
respectivamente. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno se liga a un
epitopo ubicado en una regién de CTLA-4 humano, que consiste de la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID N° 100. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de antigeno se liga a
un epitopo ubicado en una region de CTLA-4 humano, que consiste de la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID N° 99. En algunas realizaciones, la primera region de ligacion de
antigeno se liga a un epitopo ubicado en una region de CTLA-4 humano, que consiste de la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 98. En algunas realizaciones, la primera regiéon de
ligacion de antigeno se liga a un epitopo ubicado en una region de CTLA-4 humano, que
consiste de la secuencia de aminoécidos de SEQ ID N° 97. En algunas realizaciones, la primera
region de ligacién de antigeno se liga a un epitopo ubicado en una regién de CTLA-4 humano,
que consiste de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 101. En algunas realizaciones, la
primera region de ligacion de antigeno se liga a un epitopo ubicado en una regién de CTLA-4
humano, que consiste de la secuencia de aminoacidos de SEQ 1D N° 102.

[00245] En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende una region variable de cadena
pesada que comprende una, dos o todas las tres CDRs de una regién variable de cadena pesada
discriminada en la Tabla 6 del presente. En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion
de antigeno que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende el
CDRHL1 de una de las regiones variables de cadena pesada discriminadas en la Tabla 6. En
algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga especificamente a
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cadena pesada discriminadas en la Tabla 6. En algunas realizaciones, la segunda region de
ligacién de antigeno que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende
el CDRH3 de una de las regiones variables de cadena pesada discriminadas en la Tabla 6.
[00246] En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende una region variable de cadena
ligera que comprende una, dos o todas las tres CDRs de una region variable de cadena ligera
discriminada en la Tabla 6 del presente. En algunas realizaciones, la segunda regién de ligacion
de antigeno que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende el
CDRLL1 de una de las regiones variables de cadena ligera discriminadas en la Tabla 6. En
algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga especificamente a
PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende el CDRL2 de una de las regiones variables de
cadena ligera discriminadas en la Tabla 6. En algunas realizaciones, la segunda region de
ligacién de antigeno que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende
el CDRL3 de una de las regiones variables de cadena ligera discriminadas en la Tabla 6.

[00247] En algunas realizaciones, las CDRs de la segunda region de ligacion de antigeno
pueden determinarse segin Kabat et al, J. Biol. Chem. 252, 6609-6616 (1977) y Kabat et al,
Sequences of Protein of Immunological Interest (1991), cada uno de ellos integralmente
incorporado al presente por referencia.

[00248] En algunas realizaciones, las CDRs de la segunda region de ligacién de antigeno
pueden determinarse segun el esquema de numeracion de Chothia, que se refiere a la ubicacion
de circuitos estructurales de inmunoglobulina (véanse, por ejemplo, Chothia, C. & Lesk, A. M.
(1987), J. Mol. Biol. 196: 901-917; Al-Lazikani, B. et al (1997), J. Mol. Biol. 273: 927-948;
Chothia, C. et al (1992), J. Mol. Biol. 227: 799-817; Tramontano, A. et al (1990), J. Mol. Biol.
215 (1): 175-82; y la Patente Norteamericana n° 7.709.226, todos ellos integralmente
incorporados al presente por referencia). En algunas realizaciones, la segunda region de ligacién
de antigeno que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende las
CDRs de VH de Chothia de una VH discriminada en la Tabla 6 del presente. En algunas
realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga especificamente a PD-1 (por
ejemplo, PD-1 humano) comprende las CDRs de VL de Chothia de una VL descrita en la Tabla
6 del presente. En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga
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las CDRs de VL de Chothia de un anticuerpo descrito en la Tabla 6 del presente. En algunas
realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga especificamente a PD-1 (por
ejemplo, PD-1 humano) comprende una 0 mas CDRs, en que las CDRs de Chothia y Kabat
poseen la misma secuencia de aminodcidos. En algunas realizaciones, la segunda region de
ligacién de antigeno que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende
una combinacion de CDRs de Kabat y CDRs de Chothia.

[00249] En algunas realizaciones, las CDRs de la segunda regién de ligacion de antigeno que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprenden CDRs de un anticuerpo
descrito en la Tabla 6 del presente, segln lo determinado por el sistema de numeracion IMGT;
por ejemplo, segun lo descrito en Lefranc, M-P (1999) arriba y por Lefranc, M-P et al (1999),
arriba.

[00250] En algunas realizaciones, las CDRs de la segunda regién de ligacion de antigeno que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprenden las CDRs de un
anticuerpo descrito en la Tabla 6 del presente, segin lo determinado por el esquema de
numeracion AbM.

[00251] En algunas realizaciones, las CDRs de la segunda region de ligacion de antigeno que
se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprenden las CDRs de un
anticuerpo descrito en la Tabla 6 del presente, segin lo determinado por el esquema de
numeracion de MacCallum.

[00252] Consecuentemente, en algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de
antigeno que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende una region
variable de cadena pesada que comprende las secuencias de aminoacidos de las regiones
CDRH1, CDRH2 y CDRH3 de una region variable de cadena pesada establecida en SEQ ID N°
66, 67, 68, 69, 70, 71, 72 6 73 y una region variable de cadena ligera que comprende las
secuencias de aminoacidos de la region CDRL1, CDRL2 y CDRL3 de una region variable de
cadena ligera establecida en SEQ ID N° 74, en que cada CDR es definida segun la definicion de
Kabat, la definicion de Chothia, la combinacion de la definicion de Kabat y la definicion de
Chothia, el sistema de numeracion IMGT, la definicion de AbM o la definicion de contacto de
CDR.

[00253] En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga
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a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoacidos de SYGMH (SEQ ID N° 75); y/o

b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de VIWX;DGSNX,YYADSVX;3G
(SEQ ID N° 86),emque X;esYoF; X,esKoE; y Xzes Ko M; y/o

c. CDRH3 comprende la secuencia de aminoécidos de NX;DX; (SEQ ID N° 87), en que X;
esGoV;yX,esHoY;ylo

d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVSSNLA (SEQ ID N° 83);
y/o

e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de GASTRAT (SEQ ID N° 84); y/o

f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYNNWPRT (SEQ ID N° 85).
[00254] En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende:

a. CDRH1 comprende la secuencia de aminoécidos de SYGMH (SEQ ID N° 75);

b. CDRH2 comprende la secuencia de aminoacidos de VIWX;DGSNX,YYADSVX;G
(SEQ ID N°86), emque X;esYOF; X, esKOE; y Xzes Ko M;

C. CDRH3 comprende la secuencia de aminoécidos de NX;DX; (SEQ ID N° 87), en que X;
esGoV;yX,esHoY,

d. CDRL1 comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSVSSNLA (SEQ ID N° 83);

e. CDRL2 comprende la secuencia de aminoacidos de GASTRAT (SEQ ID N° 84); y

f. CDRL3 comprende la secuencia de aminoacidos de QQYNNWPRT (SEQ ID N° 85).
[00255] En algunas realizaciones, CDRH2 comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada desde el grupo que consiste de SEQ ID N° 76-79. En algunas realizaciones,
CDRH3 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de
SEQ ID N° 80-82. En algunas realizaciones, CDRH1, CDRH2 y CDRH3 comprenden las
secuencias de aminoacidos CDRH1, CDRH2 y CDRH3, respectivamente, de un anticuerpo de la
Tabla 7. En algunas realizaciones, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 comprenden las secuencias de
aminoacidos CDRL1, CDRL2 y CDRL3, respectivamente, de un anticuerpo de la Tabla 8.
[00256] En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende una region variable de cadena
pesada que comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRH1, CDRH2
y CDRH3, en que CDRH1, CDRH2 y CDRH3 comprenden las secuencias de aminoacidos
CDRH1, CDRH2 y CDRH3, respectivamente, establecidas en SEQ ID N° 75, 76 y 80; 75, 76 y
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81;75,76y82;75,77y81;75, 78y 81,675 79y 81,

[00257] En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende una region variable de cadena
ligera que comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y
CDRL3, en que CDRL1, CDRL2 y CDRL3 comprenden las secuencias de aminoacidos CDRL1,
CDRL2 y CDRL3, respectivamente, establecidas en SEQ ID N° 83, 84 y 85.

[00258] En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende una region variable de cadena
pesada que comprende las regiones de determinacion de la complementariedad CDRH1, CDRH2
y CDRH3, y una region variable de cadena ligera que comprende las regiones de determinacion
de la complementariedad CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en que CDRH1, CDRH2, CDRHS3,
CDRL1, CDRL2 y CDRL3 comprenden las secuencias de aminoacidos CDRH1, CDRH2,
CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3, respectivamente, establecidas en SEQ ID N° 75, 76, 80,
83, 84 y 85; 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 75, 78, 81,
83,84 y85; 675,79, 81, 83, 84y 85, respectivamente.

[00259] En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende una region variable de cadena
pesada que comprende las regiones CDRH1, CDRH2 y CDRH3 y una region variable de cadena
ligera que comprende las regiones CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en que las regiones CDRH1,
CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 comprenden las secuencias de aminoécidos
establecidas en SEQ ID N° 75, 76, 81, 83, 84 y 85, respectivamente.

[00260] En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende una region variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 88.

[00261] En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende una region variable de cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 75%, 80%, 85%, 90%,
95% 6 100% (por ejemplo, al menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 6 99%)
idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de SEQ ID N°
66-73. En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga
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pesada que posee una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de
SEQ ID N° 66-73. En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se
liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende una region variable de
cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 66. En algunas
realizaciones, la segunda regién de ligacion de antigeno comprende una region variable de
cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 67. En algunas
realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno comprende una region variable de
cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 68. En algunas
realizaciones, la segunda regién de ligacion de antigeno comprende una region variable de
cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 69. En algunas
realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno comprende una region variable de
cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 70. En algunas
realizaciones, la segunda region de ligacién de antigeno comprende una region variable de
cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 71. En algunas
realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno comprende una region variable de
cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 72. En algunas
realizaciones, la segunda regién de ligacién de antigeno comprende una region variable de
cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ 1D N° 73.

[00262] En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende una region variable de cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 75%, 80%, 85%, 90%,
95% 6 100% (por ejemplo, al menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 6 99%)
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 74. En algunas realizaciones, la segunda
region de ligacion de antigeno que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano)
comprende una region variable de cadena ligera que posee la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID N° 74,

[00263] En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende una region variable de cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 75%, 80%, 85%, 90%,
95% 6 100% (por ejemplo, al menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 6 99%)
idéntica a la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72 0 73
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y una region variable de cadena ligera que es al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95% ¢ 100% (por
ejemplo, al menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 6 99%) idéntica a la secuencia
de aminoécidos establecida en SEQ ID N° 74. En algunas realizaciones, la segunda regién de
ligacion de antigeno que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende
una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos establecida
en SEQ ID N° 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72 6 73 y una region variable de cadena ligera establecida
en SEQ ID N° 74. En algunas realizaciones, la segunda regién de ligacién de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende una region variable de cadena
pesada y una region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos
establecidas en SEQ ID N° 66y 74; 67y 74, 68y 74; 69y 74, 70y 74; 71y 74,72y 74, 6 73 y
74, respectivamente. En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se
liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende una region variable de
cadena pesada y una region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos
establecidas en SEQ ID N° 66 y 74, respectivamente. En algunas realizaciones, la segunda region
de ligacion de antigeno comprende una region variable de cadena pesada y una region variable
de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 67 y 74,
respectivamente. En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno comprende
una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera que poseen las
secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 68 y 74, respectivamente. En algunas
realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno comprende una region variable de
cadena pesada y una region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos
establecidas en SEQ ID N° 69 y 74, respectivamente. En algunas realizaciones, la segunda region
de ligacion de antigeno comprende una region variable de cadena pesada y una region variable
de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 70 y 74,
respectivamente. En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno comprende
una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera que poseen las
secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 71 y 74, respectivamente. En algunas
realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno comprende una region variable de
cadena pesada y una region variable de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos
establecidas en SEQ ID N° 72 y 74, respectivamente. En algunas realizaciones, la segunda region
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de cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 73 y 74,
respectivamente.

[00264] En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende una region variable de cadena
pesada que posee una secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia de linea germinal
IGHV3-33 humana (por ejemplo, IGHV3-33*01, por ejemplo, que posee la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N° 89). Una o més regiones seleccionadas desde la cadena principal 1,
la cadena principal 2, la cadena principal 3, CDRH1 y CDRH2 (por ejemplo, dos, tres, cuatro o
cinco de esas regiones) pueden derivarse de una secuencia de linea germinal IGHV3-33. En una
realizacion, la cadena principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal 3, CORH1 y CDRH2
son todas derivadas de una secuencia de linea germinal IGHV3-33 humana.

[00265] En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende una region variable de cadena
ligera que posee una secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia de linea germinal
IGKV3-15 humana (por ejemplo, IGKV3-15*01, por ejemplo, que posee la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID N° 90). Una o mas regiones seleccionadas desde la cadena principal 1,
la cadena principal 2, la cadena principal 3, CDRL1 y CDRL2 (por ejemplo, dos, tres, cuatro o
cinco de esas regiones) pueden derivarse de una secuencia de linea germinal IGKV3-15. En una
realizacion, la cadena principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal 3, CDRL1 y CDRL2
son todas derivadas de una secuencia de linea germinal IGKV3-15 humana.

[00266] En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende una region variable de cadena
pesada que posee una secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia de linea germinal
IGHV3-33 humana (por ejemplo, IGHV3-33*01, por ejemplo, que posee la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N° 89) y una region variable de cadena ligera que posee una secuencia
de aminoéacidos derivada de una secuencia de linea germinal IGKV3-15 (por ejemplo, IGKV3-
15*01, por ejemplo, que posee la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 90). Una 0 maés
regiones seleccionadas desde la cadena principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal 3,
CDRH1 y CDRH2 de la region variable de cadena pesada (por ejemplo, dos, tres, cuatro o cinco
de esas regiones) pueden derivarse de una secuencia de linea germinal IGHV3-33 humana. En
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CDRH2 son todas derivadas de una secuencia de linea germinal IGHV3-33 humana. Una 0 mas
regiones seleccionadas desde la cadena principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal 3,
CDRL1 y CDRL2 de la cadena ligera (por ejemplo, dos, tres, cuatro o cinco de esas regiones)
pueden derivarse de una secuencia de linea germinal IGKV3-15 humana. En una realizacion, la
cadena principal 1, la cadena principal 2, la cadena principal 3, CDRL1 y CDRL2 son todas
derivadas de una secuencia de linea germinal IGKV3-15 humana.

[00267] En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende una cadena pesada que posee
una secuencia de aminoacidos seleccionada desde el grupo que consiste de SEQ ID N° 91 y 92.
En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga especificamente a
PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende una cadena pesada que posee la secuencia de
aminodcidos establecida en SEQ ID N° 91. En algunas realizaciones, la segunda region de
ligacién de antigeno que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende
una cadena pesada que posee la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID N° 92.

[00268] En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende una cadena ligera que posee la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 93.

[00269] En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) comprende una cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 91 y 92, y una cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 93. En algunas realizaciones, la segunda
region de ligacién de antigeno que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano)
comprende una cadena pesada y una cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos
establecidas en SEQ ID N° 91 y 93, respectivamente. En algunas realizaciones, la segunda region
de ligacion de antigeno que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano)
comprende una cadena pesada y una cadena ligera que poseen las secuencias de aminoacidos
establecidas en SEQ ID N° 92 y 93, respectivamente.

[00270] En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno compite por la
ligacién a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), con un anticuerpo que comprende las secuencias
de aminoéacidos de region variable de cadena pesada y ligera establecidas en SEQ ID N° 66 y 74;
67y 74,68y 74,69y 74,70y 74,71y 74; 72y 74; 6 73 y 74, respectivamente. En algunas
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realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno compite por la ligacion a PD-1 (por
ejemplo, PD-1 humano), con un anticuerpo que comprende las secuencias de aminoacidos de
region variable de cadena pesada y ligera establecidas en SEQ ID N° 66 y 74, respectivamente.
[00271] En algunas realizaciones, la segunda regién de ligacion de antigeno se liga al mismo
epitopo sobre PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) como un anticuerpo que comprende las
secuencias de aminoacidos de region variable de cadena pesada y ligera establecidas en SEQ ID
N°66Yy 74;67y 74,68y 74,69y 74,70y 74;71y 74,72y 74; 0673y 74, respectivamente. En
algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno se liga al mismo epitopo sobre
PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) como un anticuerpo que comprende las secuencias de
aminoacidos de regién variable de cadena pesada y ligera establecidas en SEQ ID N° 66 y 74,
respectivamente. En algunas realizaciones, la segunda regién de ligacion de antigeno se liga a un
epitopo ubicado en una region de PD-1 humano, que consiste de la secuencia de aminoécidos de
SEQ ID N° 103. En algunas realizaciones, la segunda regién de ligacion de antigeno se liga a un
epitopo ubicado en una region de PD-1 humano, que consiste de la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID N° 104. En algunas realizaciones, la segunda regién de ligacion de antigeno se liga a un
epitopo ubicado en una region de PD-1 humano, que consiste de la secuencia de aminoécidos de
SEQ ID N° 105. En algunas realizaciones, la segunda region de ligacion de antigeno se liga a un
epitopo ubicado en una region de PD-1 humano, que consiste de la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID N° 106. En algunas realizaciones, la segunda regién de ligacion de antigeno se liga a un
epitopo ubicado en una region de PD-1 humano, que consiste de la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID N° 107.

[00272] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo
multiespecifico aislado que comprende una primera region de ligacién de antigeno que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y una segunda region de ligacién de
antigeno que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que CDRH1,
CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 de la primera regién de ligacion de antigeno y
CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 de la segunda region de ligacion de
antigeno comprenden las secuencias de amino&cidos relacionadas en una sola linea de la Tabla
11. En algunas realizaciones, la presente invencién suministra un anticuerpo multiespecifico
aislado que comprende una primera region de ligacion de antigeno que se liga especificamente a
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liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que CDRH1, CDRH2, CDRH3,
CDRL1, CDRL2 y CDRL3 de la primera region de ligacion de antigeno y CDRH1, CDRH2,
CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 de la segunda region de ligacion de antigeno comprenden,
respectivamente, las secuencias de aminodacidos relacionadas en SEQ ID N° 20, 22, 24, 27, 30,
36, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 32, 37, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 33, 38,
75, 76, 80, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 29, 33, 38, 75,
76, 80, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 28, 31, 36, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 34, 36, 75, 76,
80, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 35, 38, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 27, 30, 36, 75, 76, 80,
83, 84y 85; 21, 22, 26, 29, 32, 37, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 33, 38, 75, 76, 80, 83,
84y 85; 21, 22, 26, 29, 35, 38, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 76, 81, 83, 84 y
85; 20, 22, 24, 29, 32, 37, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 76, 81, 83, 84 y 85;
21, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 20,
22,24, 28, 31, 36, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 34, 36, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 20, 22,
24, 29, 35, 38, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 27, 30, 36, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26,
29, 32, 37, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 33, 38, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29,
35, 38, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 32,
37,75, 76, 82, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 27, 30, 36,
75, 76, 82, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 28, 31, 36, 75,
76, 82, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 34, 36, 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 35, 38, 75, 76,
82, 83, 84y 85; 21, 22, 26, 27, 30, 36, 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 32, 37, 75, 76, 82,
83, 84y 85; 21, 22, 26, 29, 33, 38, 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 35, 38, 75, 76, 82, 83,
84y 85; 20, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 32, 37, 75, 77, 81, 83, 84 y
85; 20, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 77, 81, 83, 84 y 85;
21, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 28, 31, 36, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 20,
22,24, 29, 34, 36, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 35, 38, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 21, 22,
26, 27, 30, 36, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 32, 37, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26,
29, 33, 38, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 35, 38, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 27,
30, 36, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 32, 37, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 33,
38, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 29, 33, 38,
75, 78, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 28, 31, 36, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 34, 36, 75,
78, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 35, 38, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 27, 30, 36, 75, 78,
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81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 32, 37, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 33, 38, 75, 78, 81,
83, 84y 85; 21, 22, 26, 29, 35, 38, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 79, 81, 83,
84y 85; 20, 22, 24, 29, 32, 37, 75, 79, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 79, 81, 83, 84 y
85; 21, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 79, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 79, 81, 83, 84 y 85;
20, 22, 24, 28, 31, 36, 75, 79, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 34, 36, 75, 79, 81, 83, 84 y 85; 20,
22,24, 29, 35, 38, 75, 79, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 27, 30, 36, 75, 79, 81, 83, 84 y 85; 21, 22,
26, 29, 32, 37, 75, 79, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 33, 38, 75, 79, 81, 83, 84 y 85; 0 21, 22,
26, 29, 35, 38, 75, 79, 81, 83,84 y 85.

[00273] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un anticuerpo
multiespecifico aislado que comprende una primera region de ligacion de antigeno que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y una segunda region de ligacién de
antigeno que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que la region
variable de cadena pesada y la region variable de cadena ligera de la primera region de ligacién
de antigeno y la regién variable de cadena pesada y la region variable de cadena ligera de la
segunda region de ligacion de antigeno comprenden las secuencias de aminoacidos relacionadas
en una sola linea de la Tabla 12. En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un
anticuerpo multiespecifico aislado que comprende una primera region de ligacién de antigeno
que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y una segunda region de
ligacion de antigeno que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que la
region variable de cadena pesada y la region variable de cadena ligera de la primera region de
ligacién de antigeno y la region variable de cadena pesada y la region variable de cadena ligera
de la segunda region de ligacion de antigeno comprenden, respectivamente, las secuencias de
aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 1, 14,67y 74; 1, 16,67 y 74; 1, 17,67y 74;9, 14,67y
74;9,17, 67y 74; 10, 15, 67 y 74; 10, 17, 67 y 74; 10, 18, 67 y 74; 10, 19, 67 y 74; 11, 15, 67 y
74;11,14,67y74;11,16,67y74;11,17,67y 74;12,14,67y 74;12,16,67y 74; 12, 17,67y
74;12,19,67y74;13,15,67y74;13,17,67y74;1,14,66y74;1,16,66y 74;1, 17,66y 74;
9,14,66y74;9, 17,66y 74, 10, 15, 66 y 74; 10, 17, 66 y 74, 10, 18, 66 y 74; 10, 19, 66 y 74,
11,15, 66 y 74; 11, 14,66 'y 74; 11, 16, 66 y 74; 11, 17, 66 y 74; 12, 14, 66 y 74; 12, 16, 66 y 74;
12,17,66y74;12,19,66y 74;13,15,66y 74;13,17,66y 74; 1, 14,68y 74; 1, 16,68 y 74; 1,
17,68y 74;9, 14,68y 74;9, 17,68y 74; 10, 15, 68 y 74; 10, 17, 68 y 74; 10, 18, 68 y 74; 10,
19,68y 74; 11, 15,68y 74; 11, 14, 68 y 74; 11, 16, 68 y 74; 11, 17, 68 y 74; 12, 14, 68 y 74; 12,
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16,68y 74; 12,17,68y 74; 12, 19, 68 y 74; 13, 15,68 y 74; 13, 17,68y 74; 1, 14,69 y 74; 1,
16,69y 74;1,17,69y74;9,14,69y74;9,17,69y 74; 10, 15,69 y 74; 10, 17, 69 y 74; 10, 18,
69y 74;10,19,69y74; 11,15,69y 74;11, 14,69y 74; 11, 16,69y 74; 11, 17,69 y 74; 12, 14,
69y 74;12,16,69y 74;12,17,69y 74, 12,19,69y 74; 13, 15,69y 74, 13, 17,69y 74; 1, 14,
70y 74;1,16,70y74;1,17,70y 74;9, 14,70y 74; 9,17, 70 y 74; 10, 15, 70 y 74; 10, 17,70 y
74; 10, 18,70y 74; 10,19,70y 74; 11, 15,70y 74; 11, 14,70y 74; 11, 16, 70 y 74; 11, 17, 70 y
74,12,14,70y 74;12,16,70y 74;12,17,70y 74, 12,19, 70y 74; 13,15, 70y 74; 13, 17, 70 y
74,1,14,71y74,1,16,71y74;1,17,71y 74;9,14, 71y 74; 9,17, 71y 74, 10, 15, 71 y 74;
10,17,71y74;10,18,71y 74;10,19,71y 74; 11,15, 71y 74; 11, 14,71y 74; 11,16, 71 y 74;
11,17,71y74;12,14,71y 74; 12,16, 71y 74; 12,17, 71y 74; 12,19, 71y 74; 13,15, 71 y 74;
13,17, 71y 74; 1,14, 72y 74; 1,16, 72 y 74; 1, 17, 72 y 74, 9, 14, 72 y 74; 9, 17, 72 y 74; 10,
15,72y 74,10, 17, 72 y 74; 10, 18, 72 y 74: 10, 19, 72 y 74; 11, 15, 72 y 74; 11, 14, 72 y 74; 11,
16,72y 74;11,17,72y 74;12,14,72y 74; 12,16, 72y 74; 12, 17,72y 74; 12,19, 72 y 74; 13,
15,72y 74;13,17,72y 74;1,14,73y 74; 1,16, 73y 74;1,17,73y 74; 9, 14, 73y 74; 9, 17,
73y 74;10, 15, 73y 74; 10, 17, 73y 74; 10, 18, 73y 74; 10, 19, 73y 74; 11, 15, 73y 74; 11, 14,
73y 74;11,16,73y 74;11,17,73y 74; 12, 14, 73y 74; 12, 16, 73 y 74; 12, 17, 73 y 74; 12, 19,
73y 74;13,15,73y74; 613,17, 73y 74.

[00274] En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-CTLA-4/PD-1 aislado segun la presente
invencion puede reducir la actividad de CTLA-4 y/o PD-1 en al menos 5%, 10%, 15%, 20%,
25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% &
99% segun lo determinado por los métodos descritos en el presente y/o conocidos por los
expertos en la materia, con relacion a la actividad de CTLA-4 y/o PD-1 sin anticuerpo o con un
anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga especificamente a CTLA-4
6 PD-1). En algunas realizaciones, un anticuerpo multiespecifico que se liga especificamente a
CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) segun la presente
invencion reduce la actividad de CTLA-4 y/o PD-1 en al menos cerca de 1,2 veces, 1,3 veces,
1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7
veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70
veces, 80 veces, 90 veces 6 100 veces, segun lo determinado por los métodos descritos en el
presente y/o conocidos por los expertos en la materia, con relacién a la actividad de CTLA-4 y/o
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liga especificamente a CTLA-4 6 PD-1). Ejemplos no limitantes de la actividad de CTLA-4
pueden incluir la sefalizacion de CTLA-4, ligacion de CTLA-4 a ligante CTLA-4 (por ejemplo,
CD80 6 CD86), inhibicion de la produccion de citoquinas (por ejemplo, IL-2 6 IFNy) ¢
inhibicion de la proliferacion de células T. Ejemplos no limitantes de la actividad de PD-1
pueden incluir la sefializacion de PD-1, ligacion de PD-1 a ligante PD-1 (por ejemplo, PD-L1 6
PD-L2), inhibicion de la produccion de citoquinas (por ejemplo, IL-2 6 IFNYy) e inhibicion de la
proliferacion de células T. En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un
anticuerpo aislado que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y PD-
1 (por ejemplo, PD-1 humano) y desactiva, reduce o inhibe la actividad de CTLA-4 y/o PD-1. En
realizaciones especificas, se determina la reduccion de la actividad de CTLA-4 y/o PD-1 segun
lo descrito en los Ejemplos abajo.

[00275] En realizaciones especificas, un anticuerpo anti-CTLA-4/PD1 aislado segln la
presente invencion puede reducir la ligacién de CTLA-4 a su ligante (por ejemplo, CD80 ¢
CD86) y/o la ligacion de PD-1 a su ligante (por ejemplo, PD-L1 6 PD-L2) en al menos cerca de
5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 98% 6 99% segun lo determinado por los métodos descritos en el presente (véanse
los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en la materia, con relacion a la ligacion de
CTLA-4 a su ligante (por ejemplo, CD80 6 CD86), sin anticuerpo 0 con un anticuerpo no
relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga especificamente a CTLA-4) y/o con
relacion a la ligacion de PD-1 a su ligante (por ejemplo, PD-L1 6 PD-L2) sin anticuerpo o con un
anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga especificamente a PD-1).
En realizaciones especificas, un anticuerpo anti-CTLA-4/PD1 aislado segun la presente
invencion puede reducir la ligacion de CTLA-4 a su ligante (por ejemplo, CD80 6 CD86) en al
menos 1,2 veces, 1,3 veces, 1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces,
4.5 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40
veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces 6 100 veces, segun lo determinado por
los métodos descritos en el presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en
la materia, con relacion a la ligacion de CTLA-4 a su ligante (por ejemplo, CD80 6 CD86), sin
anticuerpo o0 con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga
especificamente a CTLA-4) y/o puede reducir la ligacién de PD-1 a su ligante (por ejemplo, PD-
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veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10
veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces 6
100 veces, con relacion a la ligacion de PD-1 a su ligante (por ejemplo, PD-L1 6 PD-L2) sin
anticuerpo 0 con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga
especificamente a PD-1).

[00276] En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-CTLA-4/PD-1 aislado segun la presente
invencion puede antagonizar las funciones de CTLA-4 y/o PD-1, por ejemplo, estimulando la
activacion de células T. Un anticuerpo anti-CTLA-4/PD-1 aislado que comprende una
combinacion de secuencias de CDR especificadas en el presente, una combinacién de secuencias
de VH y/o VL que posee al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos
90%, al menos 95%, al menos 98%, al menos 99% 6 100% de identidad de secuencias con una
combinacion de secuencias VH y/o VL especificadas en el presente o una combinacién de
cadenas pesadas y/o ligeras especificadas en el presente, por ejemplo, puede estimular la
activacion de celulas T, opcionalmente en que la activacién de células T es una funcion
substancialmente creciente de concentraciones de anticuerpos.

[00277] En realizaciones especificas, un anticuerpo anti-CTLA-4/PD-1 aislado segun la
presente invencion pode incrementar la produccion de citoquinas (por ejemplo, IL-2 6 IFNy) en
al menos cerca de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99% segun lo determinado por los métodos descritos
en el presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en la materia, con
relacion a la produccién de citoguinas sin anticuerpo o con un anticuerpo no relacionado (por
ejemplo, un anticuerpo que no se liga especificamente a CTLA-4 6 PD-1). En realizaciones
especificas, un anticuerpo anti-CTLA-4/PD-1 aislado segun la presente invencion puede
incrementar la produccién de citoquinas (por ejemplo, IL-2 6 IFNY) en al menos cerca de 1,2
veces, 1,3 veces, 1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5
veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50
veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces 6 100 veces, segun lo determinado por los métodos
descritos en el presente (veanse los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en la materia,
con relacion a la produccion de citoquinas sin anticuerpo o con un anticuerpo no relacionado
(por ejemplo, un anticuerpo que no se liga especificamente a CTLA-4 6 PD-1).

[00278] En realizaciones especificas, la presente invencién suministra un anticuerpo anti-
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CTLA-4/PD-1 aislado que, aisladamente o en combinacion con un anticuerpo anti-CTLA-4 (por
ejemplo, ipilimumab o tremelimumab), un anticuerpo anti-PD-1 (por ejemplo, nivolumab o
pembrolizumab), un anticuerpo anti-TIGIT, un anticuerpo anti-CD137 (por ejemplo, urelumab o
utomilumab), o un anticuerpo anti-OX40 (por ejemplo, pogalizumab o tavolixizumab)
incrementa la produccién de IL-2 en células mononucleares de la sangre periférica (PBMCs)
humanas, en reaccion al estimulo de Enterotoxina A de Staphylococcus (SEA) en al menos cerca
de 1,2 veces, 1,3 veces, 1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5
veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40
veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces 6 100 veces, segun lo determinado por
los métodos descritos en el presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en
la materia, con relacion a la produccién de IL-2 sin anticuerpo o con un anticuerpo no
relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga especificamente a CTLA-4 6 PD-1).
[00279] En algunas realizaciones, células mononucleares de la sangre periférica (PBMCs)
humanas estimuladas con enterotoxina A de Staphylococcus (SEA) en la presencia de un
anticuerpo anti-CTLA-4/PD-1 aislado descrito en el presente, aisladamente o en combinacion
con un anticuerpo anti-CTLA-4 (por ejemplo, ipilimumab o tremelimumab), un anticuerpo anti-
PD-1 (por ejemplo, nivolumab o pembrolizumab), un anticuerpo anti-TIGIT, un anticuerpo anti-
CD137 (por ejemplo, urelumab o utomilumab) o un anticuerpo anti-OX40 (por ejemplo,
pogalizumab o tavolixizumab) han incrementado la produccion de IL-2 en al menos cerca de 1,2
veces, 1,3 veces, 1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5
veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50
veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces o 100 veces con relacion a PBMCs solo
estimuladas con SEA, sin anticuerpo o con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un
anticuerpo que no se liga especificamente a CTLA-4 6 PD-1), segln lo determinado por los
métodos descritos en el presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en la
materia.

[00280] En realizaciones especificas, la presente invencién suministra un anticuerpo anti-
CTLA-4/PD-1 aislado que incrementa la produccion de IFNy de un cocultivo de células T
humanas y células dendriticas alogénicas en al menos cerca de 1,2 veces, 1,3 veces, 1,4 veces,
1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8

veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80
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veces, 90 veces 0 100 veces, segun lo determinado por los métodos descritos en el presente
(véanse los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en la materia, con relacién a la
produccion de IFNy de un cocultivo de células T humanas y células dendriticas alogénicas Sin
anticuerpo o0 con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga
especificamente a CTLA-4 6 PD-1).

[00281] En algunas realizaciones, un cocultivo de células T humanas y células dendriticas
alogénicas en la presencia de un anticuerpo anti-CTLA-4/PD-1 aislado segun la presente
invencion ha incrementado la produccion de IFNy en al menos cerca de 1,2 veces, 1,3 veces, 1,4
veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7
veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70
veces, 80 veces, 90 veces 6 100 veces, con relacion a un cocultivo de células T humanas y
células dendriticas alogénicas sin anticuerpo o con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un
anticuerpo que no se liga especificamente a CTLA-4 6 PD-1), segun lo determinado por los
métodos descritos en el presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en la
materia.

[00282] En realizaciones especificas, la presente invencién suministra un anticuerpo anti-
CTLA-4/PD-1 aislado que incrementa la proliferacion de células T en al menos cerca de 5%,
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 98% 6 99% segun lo determinado por los métodos descritos en el presente (véanse
los Ejemplos abajo) o conocidos por los expertos en la materia, con relacion a la proliferacion de
células T sin anticuerpo o con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no
se liga especificamente a CTLA-4 6 PD-1). En realizaciones especificas, la presente invencién
suministra un anticuerpo anti-CTLA-4/PD-1 aislado que incrementa la proliferacion de células T
en al menos cerca de 1,2 veces, 1,3 veces, 1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5
veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20
veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces 6 100 veces, segun lo
determinado por los métodos descritos en el presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos
por los expertos en la materia, con relacion a la proliferacion de células T sin anticuerpo o con un
anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga especificamente a CTLA-4
6 PD-1).

[00283] En realizaciones especificas, la presente invencién suministra un anticuerpo anti-
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CTLA-4/PD-1 aislado que incrementa la proliferacion de células T CD4+ o CD8+ estimuladas
por anticuerpos anti-CD3 en cocultivo con fluido de ascitis de cancer de ovario en al menos
cerca de 1,2 veces, 1,3 veces, 1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4
veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30
veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces 6 100 veces, segun lo
determinado por los métodos descritos en el presente (véanse los Ejemplos abajo) o conocidos
por los expertos en la materia, con relacion a la proliferacion de células T CD4+ o CD8+
estimuladas por anticuerpo anti-CD3 en cocultivo con fluido de ascitis de cancer de ovario sin
anticuerpo o0 con un anticuerpo no relacionado (por ejemplo, un anticuerpo que no se liga
especificamente a CTLA-4 6 PD-1).

[00284] Un anticuerpo multiespecifico, por ejemplo, un anticuerpo biespecifico que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y/o PD-1 (por ejemplo, PD-1
humano) segln la presente invencion puede ser preparado por ligacion quimica de dos
anticuerpos monoclonales distintos o por fusion de dos lineas de células de hibridoma para
producir un hibridoma hibrido. Otros formatos multivalentes que pueden utilizarse incluyen, por
ejemplo, cuerpos KA, dAbs, diacuerpos, TandAbs, nanocuerpos, SMIPs, DNLs, cuerpos de
dominio elaborado de intercambio de lineas (SEEDcuerpos), Afficuerpos, Findmeros, dominios
de Kunitz, Albu-dabs, DARTs, DVD-IG, cuerpos Covx, pepticuerpos, scFv-lgs, SVD-Igs, dAb-
Igs, Perillas en Agujeros y triomAbs. Ejemplos de formatos biespecificos son discutidos en
Garber et al, Nature Reviews Drug Discovery 13: 799-801 (2014), que es integralmente
incorporado al presente por referencia.

[00285] Ejemplos de moléculas de anticuerpos biespecificos comprenden (i) un anticuerpo
aislado que posee dos brazos que comprenden diferentes regiones de ligacion de antigenos, uno
con especificidad a un primer antigeno como CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y uno
con especificidad para un segundo antigeno como PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano); (ii) un
anticuerpo aislado que posee una region de ligacion de antigeno o brazo especifico para un
primer antigeno como CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y una segunda region de
ligacion de antigeno o brazo especifico para un segundo antigeno como PD-1 (por ejemplo, PD-1
humano); (iii) un anticuerpo de cadena simple que posee primera especificidad a un primer
antigeno como CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y segunda especificidad a un segundo

antigeno como PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), por ejemplo, por dos scFvs ligados en
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conjunto por un ligante de péptido adicional; (iv) un anticuerpo de dominio variable doble
(DVD-Ilg), en que cada cadena ligera y cadena pesada contiene dos regiones variables en
conjunto por medio de una ligacion de péptido corta (Wu et al, Generation and Characterization
of a Dual Variable Domain Immunoglobulin (DVD-1g®) Molecule, em: Antibody Engineering,
Springer Berlin Heidelberg (2010)); (v) un fragmento de (Fab’), biespecifico quimicamente
ligado; (vi) Tandab, que es una fusion de dos diacuerpos de cadena simple que resultan en un
anticuerpo biespecifico tetravalente que posee dos locales de ligacion para cada uno de los
antigenos blanco; (vii) un flexicuerpo, que es una combinacién de scFvs con un diacuerpo que
resulta en una molécula multivalente; (viii) una llamada molécula “conexion y traba”, con base
en el “dominio de conexidn y dimerizacién” en Quinase de Proteina A, que, al aplicarse a Fabs,
puede generar una proteina de ligacion biespecifica trivalente que consiste de dos fragmentos de
Fab idénticos ligados a un fragmento de Fab distinto; (ix) una Ilamada molécula Scorpion, que
comprende, por ejemplo, dos scFvs fundidos a ambos los terminales de un brazo Fab humano; y
(x) un diacuerpo.

[00286] Ejemplos de distintas clases de anticuerpos biespecificos incluyen, pero sin
limitacion, moléculas similares a 1gG con dominios CH3 complementarios para forzar la
heterodimerizacion; moléculas de orientacidon doble similares a IgG recombinante, en que cada
uno de los dos lados de la molécula contiene el fragmento de Fab o parte del fragmento de Fab
de al menos dos anticuerpos distintos; moléculas de fusion de 1gG, en que los anticuerpos de 1gG
con longitud total son fundidos a fragmentos de Fab adicionales o partes de fragmento de Fab;
moléculas de fusion de Fc, en que las moléculas de Fv de cadena simple o diacuerpos
estabilizados son fundidos a dominios constantes de cadena pesada, regiones Fc o sus partes;
moléculas de fusion de Fab, en que distintos fragmentos de Fab son fundidos entre ellos;
anticuerpos de cadena pesada y con base en diacuerpo y ScFv (por ejemplo, anticuerpos de
dominio y nanocuerpos), en que distintas moléculas Fv de cadena simple o distintos diacuerpos o
distintos anticuerpos de cadena pesada (por ejemplo, anticuerpos de dominio, nanocuerpos) son
fundidos entre ellos 0 a una otra proteina o molécula portadora.

[00287] Ejemplos de anticuerpos biespecificos de fusion de Fab incluyen, pero no se limitan a
F(ab), (Medarex/AMGEN), accién doble o Bis-Fab (Genentech), Conexion y Traba (DNL)
(ImmunoMedics), biespecifico bivalente (Biotechnol) y Fab-Fv (UCB-Celltech). Ejemplos de

anticuerpos de dominio y con base en diacuerpos ScFv incluyen, pero no se limitan a
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Incentivador de Células T Biespecificas (BITE) (Micromet), Diacuerpo Conjunto (Tandab)
(Affimed), Tecnologia de Reorientacion de Afinidad Doble (DART) (MacroGenics), Diacuerpo
de Cadena Simple (Academic), Anticuerpos similares a TCR (AIT, ReceptorLogics), Fusion de
ScFv de Albumina de Suero Humano (Merrimack) y COMBODY (Epigen Biotech),
nanocuerpos de orientacion doble (Ablynx) e anticuerpos solo de dominio de cadena pesada de

orientacion doble.

6.2.4 Regiones constantes.

[00288] Cualquier region constante de cadena pesada o cadena ligera puede utilizarse en los
anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoespecificos o multiespecificos) descritos en el
presente. En algunas realizaciones, los anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoespecificos o
multiespecificos) descritos en el presente comprenden una regién Ig que es una molécula de
inmunoglobulina IgG, IgE, IgM, IgD, IgA o IgY humana, cualquier clase (por ejemplo, 1gG;,
19G2, 19G3, 19G4, 1gA; € IgAy), o cualquier subclase (por ejemplo, 1gG2, e 19G2,) de molécula de
inmunoglobulina.

[00289] En algunas realizaciones, los anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoespecificos
0 multiespecificos) descritos en el presente comprenden una regidn constante de cadena pesada
de 19gG humano que es una variante de una region constante de cadena pesada de IgG humano
del tipo salvaje, en que la region constante de cadena pesada de IgG humana variante se liga a
receptores de Fc gama humanos con afinidad mas alta que la regién constante de cadena pesada
de IgG humano del tipo salvaje se liga a los receptores de Fc gama humanos.

[00290] En algunas realizaciones, la region constante de cadena pesada IgG humana variante
comprende una o mas de las siguientes mutaciones de aminoacidos, numeradas segun el sistema
de numeracion UE: S239D, A330L e I332E. En algunas realizaciones, la region constante de
cadena pesada IgG humana variante comprende las siguientes mutaciones de aminoacidos,
numeradas segun el sistema de numeracion UE: S239D e 1332E. En algunas realizaciones, la
region constante de cadena pesada IgG humana variante es una region constante de cadena
pesada IgG; humana variante que comprende las siguientes mutaciones de aminoacidos,
numeradas segun el sistema de numeracion UE: S239D e I332E. En algunas realizaciones, la
region constante de cadena pesada IgG1l humana variante comprende las siguientes mutaciones

de aminoacidos, numeradas segun el sistema de numeracion UE: S239D, A330L e I1332E. En
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algunas realizaciones, la region constante de cadena pesada IgG humana variante es una region
constante de cadena pesada IgG; humana variante que comprende las siguientes mutaciones de
aminoacidos, numeradas segun el sistema de numeracion UE: S239D, A330L e I332E.

[00291] En algunas realizaciones, la region constante de cadena pesada IgG humana variante
comprende una o mas de las siguientes mutaciones de aminoacidos, numeradas segun el sistema
de numeraciéon UE: L235V, F243L, R292P, Y300L y P396L. En algunas realizaciones, la region
constante de cadena pesada IgG humana variante comprende las siguientes mutaciones de
aminoacidos, numeradas segun el sistema de numeracién UE: L235V, F243L, R292P, Y300L y
P396L. En algunas realizaciones, la region constante de cadena pesada IgG humana variante es
una region constante de cadena pesada IgG; humana variante que comprende las siguientes
mutaciones de aminoacidos, numeradas segun el sistema de numeracién UE: L235V, F243L,
R292P, Y300L y P396L.

[00292] En algunas realizaciones, la region constante de cadena pesada IgG humana variante
comprende una o mas de las siguientes mutaciones de aminoacidos, numeradas segun el sistema
de numeracion UE: G236A, S239D, F243L, T256A, K290A, R292P, S298A, Y300L, V305I,
A330L, I1332E, E333A, K334A, A339T y P396L. En algunas realizaciones, la region constante
de cadena pesada 1gG humana variante comprende un conjunto de mutaciones de aminoacidos
seleccionados desde el grupo que consiste de: S239D; T256A; K290A; S298A,; 1332E; E333A;
K334A; A339T; S239D e 1332E; S239D, A330L e I332E; S298A, E333A e K334A; G236A,
S239D e I332E; y F243L, R292P, Y300L, V305l y P396L, numerados segun el sistema de
numeracion EU. En algunas realizaciones, la regién constante de cadena pesada 1gG humana
variante comprende mutaciones de aminoacidos S267E o L328F, numeradas segun el sistema de
numeracion UE: En algunas realizaciones, la region constante de cadena pesada 1gG humana
variante comprende las siguientes mutaciones de aminoacidos, humeradas segun el sistema de
numeracion UE: S267E y L328F. En algunas realizaciones, la region constante de cadena pesada
IlgG humana variante es una regién constante de cadena pesada 1gG; humana variante que
comprende las siguientes mutaciones de aminodcidos, numeradas segun el sistema de
numeracion UE: S267E y L328F. En algunas realizaciones, la region constante de cadena pesada
IgG humana variante comprende mutaciones de aminoacidos P238D, numeradas segun el
sistema de numeracion UE. En algunas realizaciones, la region constante de cadena pesada 1gG

humana variante es una region constante de cadena pesada IgG; humana variante que comprende
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la mutacion de aminoacido P238D, numerada segun el sistema de numeracion UE. En algunas
realizaciones, la region constante de cadena pesada IgG humana variante comprende una 0 mas
de las siguientes mutaciones de aminoécidos, numeradas segun el sistema de numeracion UE:
P238D, E233D, G237D, H268D, P271G y A330R. En algunas realizaciones, la region constante
de cadena pesada IgG humana variante comprende las siguientes mutaciones de aminoacidos,
numeradas segun el sistema de numeracion UE: P238D, E233D, G237D, H268D, P271G y
A330R. En algunas realizaciones, la region constante de cadena pesada IgG humana variante es
una regién constante de cadena pesada 1gG; humana variante que comprende las siguientes
mutaciones de aminoacidos, numeradas segun el sistema de numeracion UE: P238D, E233D,
G237D, H268D, P271G y A330R. En algunas realizaciones, la regién constante de cadena
pesada IgG humana variante comprende mutaciones de aminoécidos C127S, numeradas segun el
sistema de numeracién UE. En algunas realizaciones, la region constante de cadena pesada 1gG
humana variante es una region constante de cadena pesada IgG, humana variante que comprende
las siguientes mutaciones de aminoacidos C127S, numeradas segun el sistema de numeracién
UE.

[00293] En algunas realizaciones, los anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoespecificos
o multiespecificos) suministrados en el presente comprenden una region Fc afucosilada.

[00294] En algunas realizaciones, los anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoespecificos
o multiespecificos) descritos en el presente comprenden una region constante de cadena pesada
de 1gG humano que es una variante de una regién constante de cadena pesada de IgG humano
del tipo salvaje, en que la regién constante de cadena pesada de IgG humana variante se liga a
receptores de Fc gama humanos con afinidad mas alta que la regién constante de cadena pesada
de 1gG humano del tipo salvaje se liga a receptores de Fc gama humanos. En algunas
realizaciones, la region constante de cadena pesada IgG humana variante comprende una
mutacion seleccionada desde el grupo que consiste de N297A, N297Q, D265A y una de sus
combinaciones, numeradas segun el sistema de numeracion UE. En algunas realizaciones, la
region constante de cadena pesada 1gG humana variante comprende una mutacién seleccionada
desde el grupo que consiste de D265A, P329A y una de sus combinaciones, numeradas segun el
sistema de numeracién UE.

[00295] En algunas realizaciones, una, dos 0 mas mutaciones (por ejemplo, substituciones de

aminoacidos) son introducidas na regién Fc de un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo
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monoespecifico o multiespecifico) descrito en el presente (por ejemplo, dominio CH2 (residuos
231-240 de 1gG; humano) y/o dominio CH3 (residuos 341-447 de IgG; humano) y/o la region de
articulacion numerada segun el sistema de numeracion UE para alterar una o mas propiedades
funcionales del anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo monoespecifico o multiespecifico), como
media vida en suero, fijacion de complemento, ligacion de receptor Fc y/o citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos.

[00296] En algunas realizaciones, una, dos 0 mas mutaciones (por ejemplo, substituciones de
aminoacidos) se introducen en la regién de articulacion de la region Fc (dominio CH1), de forma
a alterar la cantidad de residuos de cisteina en la region de articulacién (por ejemplo, incrementar
o reducir), segun lo descrito, por ejemplo, en la Patente Norteamericana n® 5.677.425. La
cantidad de residuos de cisteina en la region de articulacion del dominio CH1 puede alterarse,
por ejemplo, para facilitar la preparacion de las cadenas ligeras y pesadas, o para alterar (por
ejemplo, incrementar o reducir) la estabilidad del anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo
monoespecifico o multiespecifico).

[00297] En algunas realizaciones, una, dos 0 mas mutaciones (por ejemplo, substituciones de
aminoacidos) son introducidas na region Fc de un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo
monoespecifico o multiespecifico) descrito en el presente (por ejemplo, dominio CH2 (residuos
231-240 de 1gG; humano) y/o dominio CH3 (residuos 341-447 de IgG; humano) y/o la region de
articulacién numerada segun el sistema de numeracién UE para incrementar o reducir la afinidad
del anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo monoespecifico o multiespecifico), para un receptor Fc
(por ejemplo, un receptor Fc activado) sobre la superficie de una célula efectora. Mutaciones en
la region Fc de un anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo monoespecifico o multiespecifico) que
reducen o incrementan la afinidad de un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo monoespecifico
0 multiespecifico) para un receptor Fc y métodos de introduccion de dichas mutaciones en el
receptor Fc o su fragmento son conocidas por los expertos en la materia. Ejemplos de mutaciones
en el receptor Fc de un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo monoespecifico o
multiespecifico) que puede alterar la afinidad del anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo
monoespecifico 0 multiespecifico) para un receptor Fc son descritos, por ejemplo, en Smith, P. et
al (2012), PNAS 109: 6181-6186, Patente Norteamericana n°® 6.737.056 y las Patentes
Internacionales n°® WO 02/060919; WO 98/23289; e WO 97/34631, que son incorporadas al

presente por referencia.
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[00298] En una realizacion especifica, una, dos 0 mas mutaciones de aminoacidos (0 sea,
substituciones, inserciones o exclusiones) se introducen en un dominio constante de 1gG o su
fragmento de ligacion de FcRn (por ejemplo, Fc o fragmento de dominio Fc-articulacion) para
alterar (por ejemplo, reducir o incrementar) la media vida de un anticuerpo (por ejemplo, un
anticuerpo monoespecifico o multiespecifico) in vivo. Véanse, por ejemplo, las Patentes
Internacionales n° WO 02/060919; WO 98/23289; y WO 97/34631; y las Patentes
Norteamericanas n° 5.869.046, 6.121.022, 6.277.375 y 6.165.745 para ejemplos de mutaciones
que alteraran (por ejemplo, reduciran o incrementaran) la media vida de un anticuerpo (por
ejemplo, anticuerpo monoespecifico o multiespecifico) in vivo. En algunas realizaciones, una,
dos o mas mutaciones de aminoacidos (0 sea, substituciones, inserciones o exclusiones) se
introducen en un dominio constante de 1gG o su fragmento de ligacion de FcRn (por ejemplo, Fc
o fragmento de dominio Fc-articulacion) para reducir la media vida del anticuerpo (por ejemplo,
un anticuerpo monoespecifico o multiespecifico) in vivo. En otras realizaciones, una, dos 0 mas
mutaciones de aminoacidos (o sea, substituciones, inserciones o exclusiones) se introducen en un
dominio constante de IgG o su fragmento de ligacion de FcRn (por ejemplo, Fc o fragmento de
dominio Fc-articulacion) para incrementar la media vida del anticuerpo (por ejemplo, un
anticuerpo monoespecifico o multiespecifico) in vivo. En una realizacion especifica, los
anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoespecificos o multiespecificos) pueden tener una o
mas mutaciones de aminoacidos (por ejemplo, substituciones) en el segundo dominio constante
(CH2) (residuos 231-340 de 1gG; humano) y/o el tercer dominio constante (CH3) (residuos 341-
447 de 1gG; humano), numerados segun el sistema de numeracién EU. En una realizacién
especifica, la region constante del 1gG1l de un anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo
monoespecifico o multiespecifico) descrito en el presente comprende una substitucién de
metionina (M) por tirosina (Y) en la posicion 252, una substitucion de serina (S) por treonina (T)
en la posicion 254 y una substitucion de treonina (T) por acido glutamico en la posicion 256,
numerada segun el sistema de numeracién EU. Véase la Patente Norteamericana n°® 7.658.921,
que es incorporada al presente por referencia. Se ha demostrado que esta clase de IgG mutante,
denominada “mutante YTE”, exhibe media vida incrementada cuatro veces, en comparacion con
las versiones del tipo salvaje del mismo anticuerpo (véase Dall’Acqua, W. F. et al (2006), J.
Biol. Chem. 281: 23514-24). En algunas realizaciones, un anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo

monoespecifico 0 multiespecifico) comprende un dominio constante de 1gG que comprende una,
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dos, tres 0 mas substituciones de aminoacidos de residuos de aminoacidos en las posiciones 251-
257, 285-290, 308-314, 385-389 y 428-436, numeradas segun el sistema de numeracion EU.
[00299] En algunas realizaciones, uno 0 mas aminoacidos seleccionados desde los residuos de
aminodcidos 329, 331y 322 en la region constante de un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo
monoespecifico o multiespecifico) descrito en el presente, numerado segun el sistema de
numeracion EU, pueden substituirse por un residuo de aminoacido distinto, de tal forma que el
anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo monoespecifico o multiespecifico) posea ligacion Clq
alterada y/o citotoxicidade dependiente de complemento reducida o abolida (CDC). Este enfoque
se describe con mas detalles en la Patente Norteamericana n® 6.194.551 (ldusogie et al). En
algunas realizaciones, uno 0 mas residuos de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 231
a 238 en la region N-terminal del dominio CH2 de un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo
monoespecifico 0 multiespecifico) descrito en el presente se cambian para asi cambiar la
capacidad del anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo monoespecifico o multiespecifico) para
fijar el complemento. Este enfoque se describe adicionalmente na Patente Internacional n® WO
94/29351. Em algunas realizaciones, la region Fc de un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo
monoespecifico o multiespecifico) descrito en el presente se modifica para incrementar la
capacidad del anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo monoespecifico o multiespecifico) de mediar
la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) y/o de incrementar la afinidad del
anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo monoespecifico o multiespecifico) para un receptor Fcy
por mutacion de uno o mas aminoacidos (por ejemplo, introduciendo substituciones de
aminoéacidos) en las siguientes posiciones: 238, 239, 248, 249, 252, 254, 255, 256, 258, 265, 267,
268, 269, 270, 272, 276, 278, 280, 283, 285, 286, 289, 290, 292, 293, 294, 295, 296, 298, 301,
303, 305, 307, 309, 312, 315, 320, 322, 324, 326, 327, 328, 329, 330, 331, 333, 334, 335, 337,
338, 340, 360, 373, 376, 378, 382, 388, 389, 398, 414, 416, 419, 430, 434, 435, 437, 438 6 439,
numerados segun el sistema de numeracion EU. Este enfoque se describe adicionalmente na
Patente Internacional n°® WO 00/42072.

[00300] En algunas realizaciones, un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo monoespecifico
0 multiespecifico) descrito en el presente comprende la region constante de un anticuerpo 1gG4 y
la serina en el residuo de aminoacido 228 de la cadena pesada, numerado segun el sistema de
numeracion UE, es substituida por prolina.

[00301] En algunas realizaciones, un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo monoespecifico
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0 multiespecifico) descrito en el presente comprende la region constante de un anticuerpo 1gG, y
la cisteina en el residuo de aminoacido 127 de la cadena pesada, numerado segun el sistema de
numeracion UE, es substituida por serina.

[00302] Se ha relatado que anticuerpos con contenido reducido de fucosa poseen afinidad mas
alta para receptores Fc, como, por ejemplo, FcyRIIla. Consecuentemente, en algunas
realizaciones, los anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoespecificos o multiespecificos)
descritos en el presente poseen contenido de fucosa reducido o no poseen contenido de fucosa.
Esos anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoespecificos o multiespecificos) pueden
producirse utilizando métodos conocidos por los expertos en la materia. Los anticuerpos (por
ejemplo, anticuerpos monoespecificos 0 multiespecificos), por ejemplo, pueden expresarse en
células con deficiencia o que no poseen la capacidad de fucosilacién. En un ejemplo especifico,
las lineas celulares con knockout de ambos los alelos de a-1,6-fucosiltransferase pueden
utilizarse para producir anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoespecificos o
multiespecificos) con contenido de fucosa reducido. O sistema Potelligent® (Lonza) es un
ejemplo de ese sistema que puede utilizarse para producir anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos
monoespecificos o multiespecificos) con contenido de fucosa reducido. Alternativamente,
anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoespecificos o multiespecificos) con contenido de
fucosa reducido o sin contenido de fucosa pueden producirse, por ejemplo, por: (i) cultivo de
células bajo condiciones que eviten o reduzcan la fucosilacion; (ii) remocién post-traduccién de
fucosa (por ejemplo, con una enzima fucosidasa); (iii) adicion post-traduccion del carbohidrato
deseado, por ejemplo, luego de la expresién recombinante de una glicoproteina no glicosilada; o
(iv) purificacion de la glicoproteina, de forma a seleccionar sus anticuerpos (por ejemplo,
anticuerpos monoespecificos o multiespecificos) que no sean fucosilados. Véanse, por ejemplo,
Longmore, G. D. y Schachter, H. (1982), Carbohydr. Res. 100: 365-92 e Imai-Nishiya, H. et al
(2007), BMC Biotechnol. 7: 84 para métodos de produccion de anticuerpos (por ejemplo,
anticuerpos monoespecificos o multiespecificos) sin contenido de fucosa o con contenido de
fucosa reducido.

[00303] Las glicoformas elaboradas pueden ser utiles para una serie de propositos,
incluyendo, pero sin limitacion, el incremento o la reduccion de la funcion efectora. Métodos de
generacion de glicoformas elaboradas en anticuerpos (por ejemplo, un anticuerpo

monoespecifico o multiespecifico) descritos en el presente incluyen, pero sin limitacion, los
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descritos, por ejemplo, en Umafia, P. et al (1999), Nat. Biotechnol. 17: 176-180; Davies, J. et al
(2001), Biotechnol. Bioeng. 74: 288-294; Shields, R. L. et al (2002), J. Biol. Chem. 277: 26733-
26740; Shinkawa, T. et al (2003), J. Biol. Chem. 278: 3466-3473; Niwa, R. et al (2004), Clin.
Cancer Res. 1: 6248-6255; Presta, L. G. et al (2002), Biochem. Soc. Trans. 30: 487-490; Kanda,
Y. et al (2007), Glycobiology 17: 104-118; Patentes Norteamericanas n° 6.602.684, 6.946.292 y
7.214.775; Patentes Norteamericanas n° US 2007/0248600; 2007/0178551; 2008/0060092; y
2006/0253928; Patentes Internacionales n® WO 00/61739; WO 01/292246; WO 02/311140; y
WO 02/30954; tecnologia Potillegent® (Biowa, Inc., Princeton, NJ); y tecnologia de ingenieria
de glicosilacion GlycoMAb® (Glycart Biotechnology AG, Zdrich, Suiza). Véanse también, por
ejemplo, Ferrara, C. et al (2006), Biotechnol. Bioeng. 93: 851-861; Patentes Internacionales n°
WO 07/039818, WO 12/130831, WO 99/054342, WO 03/011878 y WO 04/065540.

[00304] En algunas realizaciones, la tecnologia utilizada para elaborar el dominio Fc de un
anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo monoespecifico o multiespecifico) descrito en el presente
es la tecnologia Xmab® de Xencor (Monrovia CA). Véanse, por ejemplo, las Patentes
Norteamericanas n°® 8.367.805, 8.039.592, 8.124.731, 8.188.231; Patente Norteamericana
publicada n°® 2006/0235208; las Patentes Internacionales n® WO 05/077981; WO 11/097527; y
Richards, J. O. et al (2008), Mol. Cancer Ther. 7: 2517-2527.

[00305] En algunas realizaciones, cualesquiera de las mutaciones o modificaciones de las
regiones constantes descritas en el presente pueden introducirse en una o ambas las regiones
constantes de cadena pesada de un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo monoespecifico o
multiespecifico) descrito en el presente que posea dos regiones constantes de cadena pesada.

6.3  Composiciones Farmacéuticas.

[00306] EIl presente suministra composiciones que comprenden un anticuerpo anti-CTLA-4,
un anticuerpo anti-PD-1 y/o un anticuerpo anti-CTLA-4/PD-1 descrito en el presente que posee
el grado de pureza deseado en un vehiculo, excipiente o estabilizante fisiol6gicamente aceptable
(Remington’s Pharmaceutical Sciences (1990), Mack Publishing Co., Easton PA).

[00307] Em algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende un anticuerpo
anti-CTLA-4 descrito en el presente y un anticuerpo anti-PD-1 descrito en el presente. La
composicién farmacéutica puede comprender cualquier combinacion de un anticuerpo anti-
CTLA-4 descrito en el presente y un anticuerpo anti-PD-1 descrito en el presente. En algunas

realizaciones, la composicion farmacéutica comprende un primer anticuerpo que se liga
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especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y un segundo anticuerpo que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que CDRH1, CDRH2, CDRH3,
CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del primer anticuerpo y CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1,
CDRL2 y CDRL3 del segundo anticuerpo comprenden las secuencias de aminoacidos
relacionadas en una sola linea de la Tabla 11. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica comprende un primer anticuerpo que se liga especificamente a CTLA-4 (por
ejemplo, CTLA-4 humano) y un segundo anticuerpo que se liga especificamente a PD-1 (por
ejemplo, PD-1 humano), en que la region variable de cadena pesada y la region variable de
cadena ligera del primer anticuerpo y la region variable de cadena pesada y la regién variable de
cadena ligera del segundo anticuerpo comprenden las secuencias de aminoacidos relacionadas en
una sola linea de la Tabla 12.

[00308] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende una cantidad
eficaz de un anticuerpo descrito en el presente. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica comprende una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-CTLA-4/PD-1 descrito en el
presente. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende una cantidad eficaz
de una combinacion terapéutica que comprende un anticuerpo anti-CTLA-4 descrito en el
presente y un anticuerpo anti-PD-1 descrito en el presente. La cantidad eficaz del anticuerpo
anti-CTLA-4 en esa combinacion terapéutica puede ser menor, igual 0 mas alta que las
cantidades eficaces del anticuerpo anti-CTLA-4 administradas aisladamente y la cantidad eficaz
del anticuerpo anti-PD-1 en esta combinacidn terapéutica puede ser menor, igual 0 mas alta que
las cantidades eficaces del anticuerpo anti-PD-1 administrado aisladamente. En algunas
realizaciones, la cantidad eficaz del anticuerpo anti-CTLA-4 en esta combinacion terapéutica es
méas baja que la cantidad eficaz del anticuerpo anti-CTLA-4 administrado aisladamente. En
algunas realizaciones, la cantidad eficaz del anticuerpo anti-PD-1 en esta combinacion
terapéutica es mas baja que la cantidad eficaz del anticuerpo anti-PD-1 administrado
aisladamente. En algunas realizaciones, la cantidad eficaz del anticuerpo anti-CTLA-4 en esa
combinacion terapéutica es menor que la cantidad eficaz del anticuerpo anti-CTLA-4
administrada aisladamente y la cantidad eficaz del anticuerpo anti-PD-1 en esta combinacion
terapéutica es menor que la cantidad eficaz del anticuerpo anti-PD-1 administrado aisladamente.

[00309] Vehiculos, excipientes o estabilizantes aceptables son atdxicos para pacientes en las

dosis y concentraciones empleadas e incluyen tampones como fosfato, citrato y otros acidos
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organicos; antioxidantes, incluyendo acido ascérbico y metionina; conservantes (como cloruro
de octadecildimetilbenzil amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de
benzetonio; alcohol fendlico, butilico o bencilico; alquil parabenos, como metil o propil
parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos con bajo peso
molecular (menos de cerca de 10 residuos); proteinas, como albumina de suero, gelatina o
inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos, como polivinilpirrolidona; aminoacidos, como glicina,
glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros
carbohidratos, incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes, como EDTA,;
azucares, como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sal como
sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos de proteina y Zn); y/o surfactantes no
ionicos, como TWEEN®, PLURONICS® o polietileno glicol (PEG).

[00310] Una composicion farmacéutica puede formularse para cualquier via de administracion
a pacientes. Ejemplos especificos de vias de administracién incluyen intranasal, oral, pulmonar,
transdérmica, intradérmica y parenteral. La administracion parenteral, caracterizada por
inyeccion subcutanea, intramuscular o intravenosa, también se contempla en el presente.
Inyectables pueden prepararse en formas convencionales, ya sea como soluciones o suspensiones
liquidas, formas sélidas apropiadas para solucion o suspension en liquido antes de la inyeccion, o
como emulsiones. Los inyectables, soluciones y emulsiones, también contienen uno o mas
excipientes. Los excipientes apropiados son, por ejemplo, agua, solucion salina, dextrosa,
glicerol o etanol. Adicionalmente, si deseado, las composiciones farmacéuticas a administrarse
pueden también contener pequefias cantidades de substancias auxiliares no toxicas como agentes
humectantes o emulsificantes, agentes tamponadores del pH, estabilizantes, potenciadores de la
solubilidad y otros agentes similares, como, por ejemplo, acetato de sodio, monolaurato de
sorbitan, oleato de trietanolamina y ciclodextrinas.

[00311] Los vehiculos farmacéuticamente aceptables utilizados en preparaciones parenterales
incluyen vehiculos acuosos, vehiculos no acuosos, agentes antimicrobianos, agentes isotonicos,
tampones, antioxidantes, anestésicos locales, agentes de suspension y dispersion, agentes
emulsificantes, agentes secuestrantes 0 quelantes y otras substancias farmacéuticamente
aceptables. Ejemplos de vehiculos acuosos incluyen inyeccion de cloruro de sodio, inyeccion de
Ringers, inyeccion de dextrosa isotdnica, inyeccion de agua estéril, dextrosa e inyeccion de

Ringers lactada. Vehiculos parenterales no acuosos incluyen aceites fijos de origen vegetal,
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aceite de semilla de algodon, aceite de maiz, aceite de sésamo y aceite de mani. Agentes
antimicrobianos en concentraciones bacteriostaticas o fungistaticas pueden adicionarse a
preparaciones parenterales embaladas en recipientes con varias dosis que incluyen fenoles o
cresoles, mercuriales, alcohol bencilico, clorobutanol, ésteres de &cido metil y propil p-
hidroxibenzoico, timerosal, cloruro de benzalconio y cloruro de benzetonio. Agentes isotdnicos
incluyen cloruro de sodio y dextrosa. Tampones incluyen fosfato y citrato. Antioxidantes
incluyen bisulfato de sodio. Anestésicos locales incluyen clorhidrato de procaina. Agentes de
dispersion y suspension incluyen carboximetilcelulosa de sodio, hidroxipropil metilcelulosa y
polivinilpirrolidona. Agentes emulsificantes incluyen Polisorbato 80 (TWEEN® 80). Un agente
secuestrante o quelante de iones metalicos incluye EDTA. Vehiculos farmacéuticos también
incluyen alcohol etilico, polietileno glicol y propileno glicol para vehiculos miscibles en agua; e
hidréxido de sodio, acido clorhidrico, acido citrico o acido lactico para ajuste de pH.

[00312] Las preparaciones para administracion parenteral de un anticuerpo incluyen
soluciones esteriles listas para inyeccion, productos solubles secos estériles, como polvos
liofilizados, listos para combinacion con solvente luego antes del uso, incluyendo tabletas
hipodérmicas, suspensiones estériles listas para inyeccion, productos insolubles secos estériles
listos para combinacion con vehiculo luego antes del uso y emulsiones estériles. Las soluciones
pueden ser acuosas 0 N0 acuosas.

[00313] De administrarse por via intravenosa, los vehiculos apropiados incluyen solucion
salina fisiolégica o solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y soluciones que contienen
agentes espesantes y solubilizantes, como glucosa, polietileno glicol, polipropileno glicol y sus
mezclas.

[00314] Una composicion farmacéutica descrita en el presente puede formularse como aerosol
para aplicacion topica, como, por ejemplo, por inhalacion (véanse, por ejemplo, las Patentes
Norteamericanas n° 4.044.126, 4.414.209 y 4.364.923, que describen aerosoles para suministro
de un esteroide dtil para el tratamiento de enfermedades inflamatorias, particularmente asma).
Dichas formulaciones para administracion al tracto respiratorio pueden presentarse en la forma
de aerosol o solucién para nebulizador, o0 como polvo microfino para insuflaciones, aisladamente
0 en combinacion con un vehiculo inerte como lactosa. En este caso, las particulas de la
formulacién, en una realizacion, tendran diametros de menos de 50 micrones y, en una

realizacién, menos de 10 micrones.
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[00315] Una composicion farmacéutica descrita en el presente puede formularse para
aplicacion local o topica, como para aplicacion tépica a la piel y membranas mucosas, por
ejemplo en los ojos, en forma de gel, crema y lociones y para aplicacion a los ojos o para
aplicacion intracisterna o intraespinal. La administracion tdpica se contempla para suministro
transdérmico y también para administracion a los o0jos o la mucosa, 0 para terapias inhalatorias.
Soluciones nasales del anticuerpo aislado o en combinacién con otros excipientes
farmacéuticamente aceptables también pueden administrarse.

[00316] Mezclas topicas que comprenden un anticuerpo son preparadas segun lo descrito para
administracion local y sistémica. La mezcla resultante puede ser una solucién, suspension,
emulsion o similar y puede formularse como crema, gel, pomada, emulsiones, soluciones,
elixires, lociones, suspensiones, tinturas, pastas, espumas, aerosoles, irrigaciones, sprays,
supositorios, vendas, parches dérmicos o cualquier otra formulacion apropiada para
administracion topica.

[00317] Parches transdérmicos, incluyendo dispositivos iontoforéticos y electroforéticos, son
bien conocidos de los expertos en la materia y pueden utilizarse para la administraciéon de
anticuerpos. Esos parches se describen, por ejemplo, en las Patentes Norteamericanas n°
6.267.983, 6.261.595, 6.256.533, 6.167.301, 6.024.975, 6.010.715, 5.985.317, 5.983.134,
5.948.433 y 5.860.957.

[00318] En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica que comprende un
anticuerpo o su fragmento de ligacion de antigeno descrito en el presente es un polvo liofilizado,
que puede reconstituirse para administracion como solucién, emulsion y otras mezclas. El puede
también reconstituirse y formularse como sélido o gel. El polvo liofilizado se prepara por medio
de la disolucién de un anticuerpo o su fragmento de ligacién de antigenos descrito en el presente
o uno de sus derivados farmacéuticamente aceptables en un solvente apropiado. En algunas
realizaciones, el polvo liofilizado es estéril. ElI solvente puede contener un excipiente que
incrementa la estabilidad u otros componentes farmacoldgicos del polvo o de la solucion
reconstituida, preparado con el polvo. Los excipientes que pueden utilizarse incluyen, pero sin
limitacion, dextrosa, sorbitol, fructosa, jarabe de maiz, xilitol, glicerina, glucosa, sacarosa u otro
agente apropiado. El solvente puede también contener un tampon, como citrato, fosfato de sodio
0 potasio u otro tampon conocido por los expertos en la materia, en una realizacion, a pH cerca

de neutro. Filtracion estéril subsiguiente de la solucion, seguida por liofilizacion bajo
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condiciones estandar conocidas por los expertos en la materia, suministra la formulacion
deseada. En una realizacion, la solucion resultante se repartird en ampollas para liofilizacion.
Cada ampolla contendré una sola dosis o varias dosis del compuesto. El polvo liofilizado puede
almacenarse bajo condiciones apropiadas, como cerca de 4 °C a la temperatura ambiente. La
reconstitucion de dicho polvo liofilizado con agua para inyeccién suministra una formulacion
para uso en administracion parenteral. Para la reconstitucion, el polvo liofilizado se adiciona a
agua estéril u otro vehiculo apropiado. La cantidad precisa depende del compuesto seleccionado.
Dicha cantidad puede determinarse empiricamente.

[00319] Una composicion farmacéutica descrita en el presente puede también formularse para
dirigirse a un tejido especifico, receptor u otra area del cuerpo del paciente a tratarse. Varios de
esos métodos de orientacion son bien conocidos de los expertos en la materia. Todos esos
métodos de orientacion son contemplados en el presente para uso en las composiciones del
presente. Para ejemplos no limitantes de métodos de orientacion, véanse, por ejemplo, las
Patentes Norteamericanas n° 6.316.652, 6.274.552, 6.271.359, 6.253.872, 6.139.865, 6.131.570,
6.120.751, 6.071.495, 6.060.082, 6.048.736, 6.039.975, 6.004.534, 5.985.307, 5.972.366,
5.900.252, 5.840.674, 5.759.542 y 5.709.874. En una realizacion especifica, una composicion
farmacéutica descrita en el presente se dirige a un tumor.

[00320] En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas comprenden un anticuerpo
anti-CTLA-4, un anticuerpo anti-PD-1 y/o un anticuerpo anti-CTLA-4/PD-1 descrito en el
presente y, opcionalmente, uno o mas agentes terapéuticos o profilacticos adicionales, en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, el anticuerpo es el Unico
ingrediente activo incluido en la composicion farmacéutica.

[00321] En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas comprenden una cantidad
eficaz de uno 0 mas anticuerpos descritos en el presente y, opcionalmente, uno o mas agentes
terapéuticos o profilacticos adicionales, en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[00322] Las composiciones a utilizarse para administracion in vivo pueden ser estériles. Eso
se realiza facilmente por filtracion, por ejemplo, a través de membranas de filtracion estériles.

6.4 Meétodos de uso y usos:

[00323] En un aspecto, la presente invencién suministra un método de tratamiento de
pacientes que utiliza un anticuerpo anti-CTLA-4, un anticuerpo anti-PD-1 y/o un anticuerpo

multiespecifico (por ejemplo, un anticuerpo anti-CTLA-4/PD-1) descrito en el presente. En
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algunas realizaciones, la presente invencion suministra un método de tratamiento de pacientes
utilizando un anticuerpo anti-CTLA-4/PD-1 descrito en el presente. En algunas realizaciones, la
presente invencion suministra un método de tratamiento de pacientes utilizando una combinacion
terapéutica que comprende un anticuerpo anti-CTLA-4 descrito en el presente y un anticuerpo
anti-PD-1 descrito en el presente, opcionalmente en la ausencia de terapia concomitante para
tratar la misma enfermedad o afeccién. En algunas realizaciones, la presente invencion
suministra un método de tratamiento de pacientes utilizando un anticuerpo anti-CTLA-4 descrito
en el presente como monoterapia. En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un
método de tratamiento de pacientes utilizando un anticuerpo anti-PD-1 descrito en el presente
COmOo monoterapia.

[00324] La composicion terapéutica puede comprender cualquier combinacién de un
anticuerpo anti-CTLA-4 descrito en el presente y un anticuerpo anti-PD-1 descrito en el presente.
En algunas realizaciones, la combinacién terapéutica comprende un primer anticuerpo que se
liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y un segundo anticuerpo que se
liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que CDRH1, CDRH2, CDRHS,
CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del primer anticuerpo y CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1,
CDRL2 y CDRL3 del segundo anticuerpo comprenden las secuencias de aminoacidos
relacionadas en una sola linea de la Tabla 11. En algunas realizaciones, la combinacion
terapéutica comprende un primer anticuerpo que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo,
CTLA-4 humano) y un segundo anticuerpo que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo,
PD-1 humano), en que CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del primer
anticuerpo y CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del segundo anticuerpo
comprenden, respectivamente, las secuencias de aminoacidos establecidas en SEQ ID N° 20, 22,
24, 27, 30, 36, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 32, 37, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 20, 22, 24,
29, 33, 38, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 29,
33, 38, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 28, 31, 36, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 34,
36, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 35, 38, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 27, 30, 36,
75, 76, 80, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 32, 37, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 33, 38, 75,
76, 80, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 35, 38, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 76,
81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 32, 37, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 76, 81,
83, 84y 85; 21, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 76, 81, 83,
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84y 85; 20, 22, 24, 28, 31, 36, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 34, 36, 75, 76, 81, 83, 84 y
85; 20, 22, 24, 29, 35, 38, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 27, 30, 36, 75, 76, 81, 83, 84 y 85;
21, 22, 26, 29, 32, 37, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 33, 38, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 21,
22, 26, 29, 35, 38, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 20, 22,
24, 29, 32, 37, 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 21, 22, 24,
27, 30, 36, 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 28,
31, 36, 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 34, 36, 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 35,
38, 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 27, 30, 36, 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 32, 37,
75, 76, 82, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 33, 38, 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 35, 38, 75,
76, 82, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 32, 37, 75, 77,
81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 77, 81,
83, 84y 85; 21, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 28, 31, 36, 75, 77, 81, 83,
84y 85; 20, 22, 24, 29, 34, 36, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 35, 38, 75, 77, 81, 83, 84 y
85; 21, 22, 26, 27, 30, 36, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 32, 37, 75, 77, 81, 83, 84 y 85;
21, 22, 26, 29, 33, 38, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 35, 38, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 20,
22, 24, 27, 30, 36, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 32, 37, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 20, 22,
24, 29, 33, 38, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 24,
29, 33, 38, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 28, 31, 36, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29,
34, 36, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 35, 38, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 27, 30,
36, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 32, 37, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 33, 38,
75, 78, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 35, 38, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 27, 30, 36, 75,
79, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 32, 37, 75, 79, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 79,
81, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 79, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 79, 81,
83, 84y 85; 20, 22, 24, 28, 31, 36, 75, 79, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 34, 36, 75, 79, 81, 83,
84y 85; 20, 22, 24, 29, 35, 38, 75, 79, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 27, 30, 36, 75, 79, 81, 83, 84 y
85; 21, 22, 26, 29, 32, 37, 75, 79, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 33, 38, 75, 79, 81, 83, 84 y 85;
021, 22, 26, 29, 35, 38, 75, 79, 81, 83, 84 y 85.

[00325] En algunas realizaciones, la combinacion terapéutica comprende un primer anticuerpo
que se liga especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y un segundo anticuerpo
que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que la region variable de

cadena pesada y la region variable de cadena ligera del primer anticuerpo y la region variable de
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cadena pesada y la region variable de cadena ligera del segundo anticuerpo comprenden las
secuencias de aminoacidos relacionadas en una sola linea de la Tabla 12. En algunas
realizaciones, la combinacidén terapéutica comprende un primer anticuerpo que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y un segundo anticuerpo que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que la regién variable de cadena pesada
y la regidn variable de cadena ligera del primer anticuerpo y la region variable de cadena pesada
y la region variable de cadena ligera del segundo anticuerpo comprenden las secuencias de
aminoéacidos establecidas en SEQ ID N° 1, 14,67y 74; 1, 16,67y 74; 1, 17,67y 74;9, 14,67 y
74,9, 17,67y 74; 10, 15, 67 y 74; 10, 17, 67 y 74; 10, 18, 67 y 74; 10, 19, 67 y 74; 11, 15, 67 y
74;11,14,67y74;11,16,67y74;11,17,67y 74;12,14,67y 74;12,16,67y 74;12,17,67y
74;12,19,67y74;13,15,67y74;13,17,67y74;1,14,66y74;1,16,66y74;1, 17,66y 74,
9,14,66y74;9, 17,66 y 74; 10, 15, 66 y 74; 10, 17, 66 y 74; 10, 18, 66 y 74; 10, 19, 66 y 74,
11,15,66y 74;11,14,66y 74;11,16,66y 74; 11, 17,66y 74; 12, 14,66 y 74; 12, 16, 66 y 74;
12,17,66y74;12,19,66y 74;13,15,66y 74; 13,17,66y 74; 1, 14,68y 74; 1, 16,68 y 74; 1,
17,68y 74;9,14,68y 74,9, 17,68 y 74, 10, 15, 68 y 74; 10, 17, 68 y 74, 10, 18, 68 y 74, 10,
19,68y 74; 11, 15,68y 74; 11, 14, 68 y 74: 11, 16, 68 y 74; 11, 17, 68 y 74; 12, 14, 68 y 74; 12,
16,68y 74;12,17,68y 74; 12,19, 68y 74; 13, 15,68 y 74; 13, 17,68y 74; 1, 14,69 y 74; 1,
16,69y 74;1,17,69y74;9,14,69y74;9,17,69y 74; 10, 15,69 y 74; 10, 17, 69 y 74; 10, 18,
69y 74;10,19,69y 74; 11, 15,69y 74; 11, 14,69y 74; 11, 16, 69 y 74; 11, 17, 69 y 74; 12, 14,
69y 74;12,16,69y 74;12,17,69y 74; 12,19,69y 74; 13,15,69y 74, 13, 17,69y 74, 1, 14,
70y 74;1,16,70y74;1,17,70y 74;9,14,70y 74; 9,17, 70y 74; 10, 15, 70 y 74; 10, 17,70 y
74; 10, 18,70y 74; 10,19,70y 74; 11, 15,70y 74; 11, 14,70 y 74; 11, 16, 70 y 74; 11, 17, 70 y
74;12,14,70y 74; 12,16, 70 y 74; 12,17, 70 y 74; 12,19, 70 y 74; 13, 15, 70 y 74; 13,17, 70 y
74,1,14,71y74,1,16,71y74;1,17,71y 74;9,14, 71y 74;9, 17, 71y 74; 10, 15, 71 y 74,
10,17,71y74;10,18,71y 74;10,19, 71y 74; 11,15, 71y 74;11, 14,71y 74; 11, 16, 71 y 74;
11,17,71y74;12,14,71y 74; 12,16, 71y 74; 12,17, 71y 74; 12,19, 71y 74; 13, 15, 71 y 74;
13,17, 71y 74,1,14, 72y 74; 1,16, 72y 74; 1, 17,72y 74; 9, 14,72y 74; 9, 17, 72 y 74; 10,
15,72y 74;10,17,72y 74,10, 18,72y 74, 10, 19, 72y 74, 11, 15, 72 y 74; 11, 14, 72 y 74; 11,
16,72y 74;11,17,72y 74;12,14,72y 74; 12,16, 72y 74; 12,17, 72y 74; 12, 19, 72 y 74; 13,
15,72y 74;13,17,72y 74;1,14,73y 74; 1,16, 73y 74;1,17,73y 74; 9, 14,73y 74; 9, 17,
73y 74; 10, 15, 73y 74; 10, 17, 73 'y 74; 10, 18, 73y 74; 10, 19, 73 y 74; 11, 15, 73y 74; 11, 14,
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73y 74;11,16,73y74;11,17,73y74;12,14,73y 74; 12,16, 73y 74; 12,17, 73y 74; 12, 19,
73y 74;13,15,73y74;6 13,17, 73y 74.

[00326] En algunas realizaciones, la presente invencidén suministra un método de tratamiento
de pacientes utilizando una combinacion terapéutica que comprende un anticuerpo anti-CTLA-4
descrito en el presente (por ejemplo, AGEN1884 (I1gG;)) y un anticuerpo anti-PD-1 (por
ejemplo, un anticuerpo anti-PD-1 antagonista), opcionalmente en la ausencia de terapia
concomitante para tratar la misma enfermedad o afeccion. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-PD-1 es nivolumab, también conocido como BMS-936558 6 MDX1106,
desarrollado por la Bristol-Myers Squibb. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es
pembrolizumab, también conocido como lambrolizumab o MK-3475, desarrollado por Merck &
Co. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es pidilizumab, también conocido como
CT-011, desarrollado por CureTech. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es
MEDI0680, también conocido como AMP-514, desarrollado por Medimmune. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es PDR001 desarrollado por Novartis Pharmaceuticals. En
algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es REGN2810 desarrollado por Regeneron
Pharmaceuticals. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es PF-06801591 desarrollado
por Pfizer. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es BGB-A317 desarrollado por
BeiGene. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es TSR-042 desarrollado por
AnaptysBio y Tesaro. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es SHR-1210
desarrollado por Hengrui. En algunas realizaciones, el anti-CTLA-4 es AGEN1884 (1gG;) vy el
anticuerpo anti-PD-1 es pembrolizumab.

[00327] Ejemplos no limitantes adicionales de anticuerpos anti-PD-1 que pueden utilizarse en
los métodos de tratamiento descritos en el presente son descritos en las siguientes patentes y
pedidos de patentes, que se incorporan integralmente al presente por referencia para todos los
propdsitos: Patente Norteamericana n° 6.808.710; Patente Norteamericana n° 7.332.582; Patente
Norteamericana n° 7.488.802; Patente Norteamericana n° 8.008.449; Patente Norteamericana n°
8.114.845; Patente Norteamericana n° 8.168.757; Patente Norteamericana n° 8.354.509; Patente
Norteamericana n° 8.686.119; Patente Norteamericana n° 8.735.553; Patente Norteamericana n°
8.747.847; Patente Norteamericana n° 8.779.105; Patente Norteamericana n° 8.927.697; Patente
Norteamericana n° 8.993.731; Patente Norteamericana n® 9.102.727; Patente Norteamericana n°
9.205.148; Patente Norteamericana Publicada n® US 2013/0202623 Al; Patente Norteamericana
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Publicada n°® US 2013/0291136 Al; Patente Norteamericana Publicada n® US 2014/0044738 Al;
Patente Norteamericana Publicada n® US 2014/0356363 Al; Patente Norteamericana Publicada
n® US 2016/0075783 Al; y Patente PCT n°® WO 2013/033091 A1l; Patente PCT n°® WO
2015/036394 A1; Patente PCT n® WO 2014/179664 A2; Patente PCT n® WO 2014/209804 A1,
Patente PCT n® WO 2014/206107 Al; Patente PCT n°® WO 2015/058573 Al; Patente PCT n°
WO 2015/085847 Al; Patente PCT n° WO 2015/200119 A1; Patente PCT n° WO 2016/015685
Al;y Patente PCT n°® WO 2016/020856 Al.

[00328] En algunas realizaciones, la presente invencidén suministra un método de tratamiento
de pacientes utilizando una combinacion terapéutica que comprende un anticuerpo anti-PD-1
descrito en el presente (por ejemplo, AGEN2034 (IgG, S228P)) y un anticuerpo anti-CTLA-4
(por ejemplo, un anticuerpo anti-CTLA-4 antagonista), opcionalmente en la ausencia de terapia
concomitante para tratar la misma enfermedad o afeccion. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-CTLA-4 es ipilimumab. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es
tremelimumab.

[00329] Cualquier enfermedad o afeccidn en pacientes que se beneficiarian de la inhibicion de
la funcion de CTLA-4 y/lo PD-1 puede tratarse utilizando los anticuerpos, combinaciones
terapéuticas o composicion farmacéutica descrita en el presente. Los anticuerpos, combinaciones
terapéuticas o composiciones farmacéuticas descritas en el presente son particularmente dtiles
para la inhibicién de la tolerancia del sistema inmunoldgico a tumores y, consecuentemente,
pueden utilizarse como inmunoterapia para pacientes con cancer. En algunas realizaciones, por
ejemplo, la presente invencion suministra un método de incremento de la activacion de células T
en reaccién a un antigeno en pacientes, en que el método comprende la administracion al
paciente de una cantidad eficaz de un anticuerpo, combinacion terapéutica o composicion
farmacéutica segun la presente invencion. En algunas realizaciones, la presente invencion
suministra un método de tratamiento de cancer en pacientes, en que el método comprende la
administracion al paciente de una cantidad eficaz de un anticuerpo, combinacion terapéutica o
composicion farmaceutica segun la presente invencion.

[00330] Los canceres que pueden tratarse con los anticuerpos, combinaciones terapéuticas o
composiciones farmacéuticas descritas en el presente incluyen, sin limitaciones, cancer sélido
(por ejemplo, céancer sélido refractario o en recaida y cancer solido avanzado o metastéatico),

carcinoma, sarcoma, melanoma (por ejemplo, melanoma en nivel 111 o nivel 1V), cancer de
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pulmon de células pequefias, cancer de pulmoén de células no pequefias, cancer urotelial, cancer
de ovario, cancer de la prostata (por ejemplo, cancer de la prostata refractario a hormona
metastatica y cancer de la prostata metastatico progresivo), cancer pancreatico, cancer de mama
(por ejemplo, cancer de mama HER2" (por ejemplo, cancer de mama HER2+ refractario/en
recaida)), cancer de la cabeza y del cuello (por ejemplo, carcinoma de células escamosas de la
cabeza y del cuello refractario/en recaida (HNSCC)), glioma, glioma maligno, glioblastoma
multiforme, metastasis del cerebro, cancer de Merkel, cancer géastrico, cancer gastroesofégico,
carcinoma de las células renales, melanoma uveal, cancer de colon, cancer cervical, linfoma (por
ejemplo, linfoma refractario o en recaida), linfoma no de Hodgkin, linfoma de Hodgkin,
leucemia y mieloma mdltiple. En algunas realizaciones, el céancer es tratado con la
administracién intratumoral de un anticuerpo, combinacién terapéutica o0 composicion
farmacéutica descrita en el presente. Los canceres que pueden tratarse con la administracion
intratumoral de los anticuerpos, combinaciones terapéuticas o composiciones farmacéuticas
descritas en el presente incluyen, sin limitacion, tumores sélidos (por ejemplo, tumores sélidos
metastaticos 0 avanzados), cancer de la cabeza y del cuello (por ejemplo, carcinoma de las
células escamosas de la cabeza y del cuello refractario/en recaida (HNSCC)) y cancer de mama
(por ejemplo, cancer de mama HER2" (por ejemplo, cancer de mama HER2" refractario/en
recaida)).

[00331] En algunas realizaciones, el cancer tratado segin los métodos descritos en el presente
es un cancer metastatico o local avanzado (por ejemplo, tumor sélido). En algunas realizaciones,
el cancer es tratado segun un método descrito en el presente como primera terapia de cancer
luego del diagnostico del tumor metastatico o local avanzado (por ejemplo, en hasta 1, 2, 3, 4, 5,
6 6 dias; 1, 2, 3,4, 6,8 0 12 semanas; 0 1, 2, 3, 4, 6, 8 6 12 meses luego del diagnostico). En
algunas realizaciones, el cancer es tratado segiin un método descrito en el presente como la
primera terapia de cancer luego del diagndstico de la progresion de tumor (por ejemplo, en hasta
1,2, 3 4,506 dias; 1, 2, 3, 4,6, 806 12 semanas; 0 1, 2, 3, 4, 6, 8 6 12 meses luego del
diagnostico de la progresion del tumor) que haya ocurrido a pesar de tratamiento anterior del
tumor con terapia de cancer distinta, opcionalmente en que el método descrito en el presente es
suministrado como la segunda terapia de cancer administrada. En algunas realizaciones, el
cancer es tratado segin un método descrito en el presente como la primera terapia de cancer

luego del diagndstico de toxicidad de una terapia de cancer distinta (por ejemplo, en hasta 1, 2, 3,
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4,506 dias; 1, 2, 3,4,6,80 12 semanas; 0 1, 2, 3, 4, 6, 8 6 12 meses luego del diagndstico de
toxicidad de la terapia de cancer distinta), opcionalmente en que el método descrito en el
presente es suministrado como la segunda terapia de céncer administrada. En algunas
realizaciones, el cancer tratado segin los métodos descritos en el presente es un cancer
metastatico o local avanzado (por ejemplo, tumor solido) para el cual no es disponible terapia
estandar. En otras realizaciones, el cancer tratado segun los méetodos descritos en el presente es
un céncer metastatico o local avanzado (por ejemplo, tumor solido) para el cual la terapia
estandar ha fallado (o sea, el cancer ha progresado luego de la terapia estdndar). En algunas
realizaciones, la terapia falla si el cancer es refractario a la terapia. En algunas realizaciones, la
terapia falla si el cancer sufre recaida luego de la reaccion, total o parcial, a la terapia. En algunas
realizaciones, cancer metastatico o local avanzado (por ejemplo, tumor sélido) se ha confirmado
histol6gicamente o citolégicamente.

[00332] En algunas realizaciones, el cancer es un tumor solido. En algunas realizaciones, el
cancer (por ejemplo, tumor solido) expresa PD-L1. En algunas realizaciones, el porcentaje de
células de tumor en una muestra del cancer (por ejemplo, tumor sélido) que exhibe expresion
detectable (por ejemplo, expresion total o parcial) de PD-L1 es de al menos 1% (por ejemplo, al
menos 2%, 3%, 4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 70%, 80% &
90%). En algunas realizaciones, el porcentaje de células de tumor en una muestra del cancer (por
ejemplo, tumor sélido) que exhibe la expresion de membrana detectable (por ejemplo, expresion
de membrana parcial o completa) de PD-L1 es de al menos 1% (por ejemplo, al menos 2%, 3%,
4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 70%, 80% & 90%). En
algunas realizaciones, el porcentaje de células de tumor en una muestra del cancer (por ejemplo,
tumor solido) que exhibe la expresién de membrana detectable (por ejemplo, expresion de
membrana parcial o completa) de PD-L1 es de al menos 1%. En algunas realizaciones, el
porcentaje de células de tumor en una muestra del cancer (por ejemplo, tumor solido) que exhibe
la expresion de membrana detectable (por ejemplo, expresién de membrana parcial o completa)
de PD-L1 es de al menos 5%. En algunas realizaciones, el porcentaje de células de tumor en una
muestra del cancer (por ejemplo, tumor solido) que exhibe la expresion de membrana detectable
(por ejemplo, expresion de membrana parcial o completa) de PD-L1 es de al menos 25%. En
algunas realizaciones, el porcentaje de células de tumor en una muestra del cancer (por ejemplo,

tumor sélido) que exhibe la expresion de membrana detectable (por ejemplo, expresion de
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membrana parcial o completa) de PD-L1 es de al menos 50%. La expresion (por ejemplo, la
expresion de membrana) de PD-L1 puede detectarse por cualquier método bien conocido en la
materia, incluyendo, pero sin limitaciones, inmunohistoquimica. Ejemplos de ensayos
inmunohistoquimicos para la medicion de la expresion de PD-L1 en células de tumores son
suministrados en Hirsch et al (2017, J. Thoracic Oncol. 12 (2): 208-222), Rimm et al (2017,
JAMA Oncol. 3 (8): 1051-1058) y Diggs y Hsueh (2017, Biomarker Res. 5: 12), que son
integralmente incorporados al presente por referencia.

[00333] En algunas realizaciones, el cancer metastatico o local avanzado (por ejemplo, tumor
solido) expresa PD-L1. En algunas realizaciones, el porcentaje de células de tumor en una
muestra del cancer metastatico o local avanzado (por ejemplo, tumor sélido) que exhibe la
expresion detectable (por ejemplo, expresion total o parcial) de PD-L1 es de al menos 1% (por
ejemplo, al menos 2%, 3%, 4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%,
70%, 80% 0 90%). En algunas realizaciones, el porcentaje de células de tumor en una muestra
del cancer metastatico o local avanzado (por ejemplo, tumor sélido) que exhibe la expresion de
membrana detectable (por ejemplo, expresion de membrana parcial o completa) de PD-L1 es de
al menos 1% (por ejemplo, al menos 2%, 3%, 4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 60%, 70%, 80% & 90%). En algunas realizaciones, el porcentaje de células de tumor
en una muestra del tumor metastatico o local avanzado (por ejemplo, tumor sélido) que exhibe la
expresion de membrana detectable (por ejemplo, expresion de membrana parcial o completa) de
PD-L1 es de al menos 1%. En algunas realizaciones, el porcentaje de células de tumor en una
muestra del tumor metastatico o local avanzado (por ejemplo, tumor sélido) que exhibe la
expresion de membrana detectable (por ejemplo, expresién de membrana parcial o completa) de
PD-L1 es de al menos 5%. En algunas realizaciones, el porcentaje de células de tumor en una
muestra del tumor metastatico o local avanzado (por ejemplo, tumor sélido) que exhibe la
expresion de membrana detectable (por ejemplo, expresién de membrana parcial o completa) de
PD-L1 es de al menos 25%. En algunas realizaciones, el porcentaje de células de tumor en una
muestra del tumor metastatico o local avanzado (por ejemplo, tumor sdlido) que exhibe la
expresion de membrana detectable (por ejemplo, expresion de membrana parcial o completa) de
PD-L1 es de al menos 50%. La expresion (por ejemplo, la expresion de membrana) de PD-L1
puede detectarse por cualquier método bien conocido en la materia, incluyendo, pero sin

limitaciones, inmunohistoquimica. Ejemplos de ensayos inmunohistoquimicos para la medicion
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de la expresion de PD-L1 en células de tumores son suministrados en Hirsch et al (2017, J.
Thoracic Oncol. 12 (2): 208-222), Rimm et al (2017, JAMA Oncol. 3 (8): 1051-1058) y Diggs y
Hsueh (2017, Biomarker Res. 5: 12), que son integralmente incorporados al presente por
referencia.

[00334] En algunas realizaciones, el cancer tratado segin un método descrito en el presente es
cancer de pulmoén de celulas no pequefias (NSCLC). En algunas realizaciones, el cancer tratado
segun un método descrito en el presente es cancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC)
metastatico o local avanzado. En algunas realizaciones, el cancer tratado segin un método
descrito en el presente es NSCLC en la Etapa IV, metastatico o local avanzado. En algunas
realizaciones, el cancer tratado segiin un método descrito en el presente es NSCLC en la Etapa
IV. En algunas realizaciones, el método comprende el tratamiento de pacientes utilizando una
combinacion terapéutica que comprende (a) un anticuerpo anti-CTLA-4 descrito en el presente
(por ejemplo, AGEN1884 (1gG1)) o composicion farmacéutica comprendendo el anticuerpo anti-
CTLA-4 y un anticuerpo anti-PD-1 descrito en el presente (por ejemplo, AGEN2034 (IgG,
S228P)) o composicion farmacéutica comprendendo el anticuerpo anti-PD-1. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es AGEN1884 (IgG;) y el anticuerpo anti-PD-1 es
AGENZ2034 (IgG4 S228P). En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es AGEN1884
(1gGy) y el anticuerpo anti-PD-1 es pembrolizumab. En algunas realizaciones, el porcentaje de
células de tumor en una muestra de NSCLC (por ejemplo, el NSCLC en la Etapa IV, metastatico
o local avanzado) que exhibe la expresién detectable (por ejemplo, expresion parcial o completa)
de PD-L1 es de al menos 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 60%, 70%, 80% 06 90%). En algunas realizaciones, el porcentaje de células de tumor en una
muestra de NSCLC (por ejemplo, el NSCLC en la Etapa IV, metastético o local avanzado) que
exhibe la expresion de membrana detectable (por ejemplo, expresion de membrana parcial o
completa) de PD-L1 es de al menos 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%,
40%, 45%, 50%, 60%, 70%, 80% 6 90%). En algunas realizaciones, el porcentaje de células de
tumor en una muestra del NSCLC (por ejemplo, el NSCLC en la Etapa IV, metastatico o local
avanzado) que exhibe la expresion de membrana detectable (por ejemplo, expresion de
membrana parcial o completa) de PD-L1 es de al menos 1%. En algunas realizaciones, el
porcentaje de células de tumor en una muestra del NSCLC (por ejemplo, el NSCLC en la Etapa

IV, metastatico o local avanzado) que exhibe la expresion de membrana detectable (por ejemplo,
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expresion de membrana parcial o completa) de PD-L1 es de al menos 5%. En algunas
realizaciones, el porcentaje de celulas de tumor en una muestra del NSCLC (por ejemplo, el
NSCLC en la Etapa IV, metastatico o local avanzado) que exhibe la expresién de membrana
detectable (por ejemplo, expresion de membrana parcial o completa) de PD-L1 es de al menos
25%. En algunas realizaciones, el porcentaje de células de tumor en una muestra del NSCLC
(por ejemplo, el NSCLC en la Etapa 1V, metastatico o local avanzado) que exhibe la expresion
de membrana detectable (por ejemplo, expresion de membrana parcial o completa) de PD-L1 es
de al menos 50%. En algunas realizaciones, el NSCLC (por ejemplo, el NSCLC en la Etapa IV,
metastatico o local avanzado) no posee aberraciones de tumores genomicos ALK o EGFR. En
algunas realizaciones, el NSCLC (el NSCLC en la Etapa IV, metastatico o local avanzado) no
posee mutacion sensibilizante de EGFR (por ejemplo, una mutacion que sea propensa a
tratamiento con un inhibidor de la tirosina quinase, que incluye erlotinib, gefitinib o afatanib) o
translocacion de ALK. En algunas realizaciones, el paciente portador del NSCLC (por ejemplo,
el NSCLC en la Etapa IV, metastatico o local avanzado) no ha recibido tratamiento
quimioterapéutico sistémico anterior para NSCLC. En algunas realizaciones, el NSCLC (por
ejemplo, el NSCLC en la Etapa IV, metastatico o local avanzado) es tratado segin un método
descrito en el presente como primera terapia de cancer luego del diagndéstico (por ejemplo, en
hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6 6 dias; 1, 2, 3, 4, 6, 8 6 12 semanas; 0 1, 2, 3, 4, 6, 8 6 12 meses luego del
diagndstico) del NSCLC. En algunas realizaciones, el método comprende el tratamiento de un
paciente portador de NSCLC (por ejemplo, NSCLC en la Etapa IV, metastatico o local
avanzado) utilizando una combinacién terapéutica que comprende (a) un anticuerpo anti-CTLA-
4 descrito en el presente, por ejemplo AGEN1884 (IgGi) o composicion farmacéutica
comprendendo el anticuerpo anti-CTLA-4 y (b) un anticuerpo anti-PD-1 descrito en el present,
por ejemplo AGEN2034 (1gG4 S228P), o composicién farmacéutica comprendendo el anticuerpo
anti-PD-1, en que el porcentaje de células de tumor en una muestra del NSCLC que exhibe la
expresion detectable (por ejemplo, expresion de membrana, expresion de membrana completa o
parcial) de PD-L1 es de al menos 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 60%, 70%, 80% 6 90%, en que el método se suministra como primera terapia de
cancer luego del diagndstico (por ejemplo, en hasta 1, 2, 3, 4,5 6 6 dias; 1, 2, 3, 4, 6,8 ¢ 12
semanas; 0 1, 2, 3, 4, 6, 8 6 12 meses luego del diagndstico) del NSCLC. En algunas

realizaciones, el método comprende el tratamiento de un paciente portador de NSCLC (por
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ejemplo, NSCLC en la Etapa IV, metastatico o local avanzado) utilizando una combinacion
terapéutica que comprende (a) un anticuerpo anti-CTLA-4 descrito en el presente, por ejemplo
AGEN1884 (1gG;) o composicion farmacéutica comprendendo el anticuerpo anti-CTLA-4y (b)
pembrolizumab o composicion farmacéutica comprendendo pembrolizumab, en que el
porcentaje de células de tumor en una muestra del NSCLC que exhibe la expresion detectable
(por ejemplo, expresion de membrana, expresion de membrana completa o parcial) de PD-L1 es
de al menos 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%,
70%, 80% 06 90%, en que el método se suministra como primera terapia de cancer luego del
diagnostico (por ejemplo, en hasta 1, 2, 3, 4,5 6 6 dias; 1, 2, 3, 4, 6,8 0 12 semanas; 0 1, 2, 3, 4,
6, 8 0 12 meses luego del diagnostico) del NSCLC.

[00335] En algunas realizaciones, el cancer tratado segin los métodos descritos en el presente
es un cancer cervical. En algunas realizaciones, el cancer tratado segun los métodos descritos en
el presente es un adenocarcinoma del cuello uterino, carcinoma adenoescamoso o carcinoma de
células escamosas irresecable, metastatico o local avanzado. En algunas realizaciones, el cancer
tratado seglin los métodos descritos en el presente es un cancer cervical irresecable o metastatico.
En algunas realizaciones, el cancer cervical ha progresado luego de terapia estandar (por
ejemplo, ha recaido luego de la terapia estandar o es refractario a la terapia estandar). En algunas
realizaciones, la terapia estandar comprende quimioterapia que contiene platina. En algunas
realizaciones, la quimioterapia que contiene platina es seleccionada desde el grupo que consiste
de cisplatina, carboplatina, oxaliplatina, nedaplatina, satraplatina, picoplatina, triplatina,
fenantriplatina, iproplatina, lobaplatina, heptaplatina, lipoplatina y una de sus combinaciones. En
algunas realizaciones, la terapia estandar comprende adicionalmente segunda quimioterapia. En
algunas realizaciones, la segunda quimioterapia es seleccionada desde el grupo que consiste de
analogos de nucleétido (por ejemplo, gemcitabina), un antimetabdlito de folato (por ejemplo,
pemetrexed) y un taxano (por ejemplo, paclitaxel). En algunas realizaciones, la terapia estandar
es cualquier quimioterapia doble con base en platina (PT-DC) (también conocida como doblete
que contiene platina) conocida en la materia. En algunas realizaciones, el PT-DC comprende
cisplatina y gemcitabina, cisplatina y pemetrexed, cisplatina y paclitaxel, carboplatina y
paclitaxel o cisplatina y topotecano. La terapia estandar (por ejemplo, que comprende PT-DC)
puede opcionalmente comprender adicionalmente una o mas terapias adicionales, como

bevacizumab. En algunas realizaciones, la terapia estdndar comprende paclitaxel y topotecano.
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En algunas realizaciones, el cancer cervical es HPV positivo. En algunas realizaciones, el cancer
cervical es asociado a la instabilidad microsatélite. En algunas realizaciones, el cancer tratado
segun los métodos descritos en el presente es un carcinoma del cuello uterino, carcinoma
adenoescamoso o carcinoma de las células escamosas irresecable metastatico ou local avanzado,
que ha recaido luego de la administracion de un doblete que contiene platina para el tratamiento
de la enfermedad avanzada (recurrente, irresecable 0 metastatica). En algunas realizaciones, el
cancer del cuello uterino es tratado segin un metodo descrito en el presente como una primera
terapia contra el cancer después del diagnostico de cancer de cuello uterino (por ejemplo, dentro
de 1,2, 3,4 506dias; 1, 2, 3,4, 6,8012 semanas; o, 1, 2, 3, 4, 6, 8 0 12 meses después del
diagnostico). En ciertas realizaciones, el cancer del cuello uterino se trata de acuerdo con un
método descrito en este documento como la primera terapia de cancer luego del diagnostico de la
progresion de tumor (por ejemplo, en hasta 1, 2, 3, 4,5 6 6 dias; 1, 2, 3, 4, 6, 8 6 12 semanas; 0
1,2, 3,4,6,806 12 meses luego del diagnoéstico de la progresion del tumor) que haya ocurrido a
pesar de tratamiento anterior del céncer del cuello uterino con terapia de cancer distinta,
opcionalmente en que el método descrito en el presente es suministrado como la segunda terapia
de cancer administrada. En algunas realizaciones, el cancer del cuello uterino es tratado segun un
método descrito en el presente como la primera terapia de cancer luego del diagndstico de
toxicidad de una terapia de cancer distinta (por ejemplo, en hasta 1, 2, 3, 4, 5 6 6 dias; 1, 2, 3, 4,
6,8 6 12 semanas; 0 1, 2, 3, 4, 6, 8 6 12 meses luego del diagndstico de toxicidad de la terapia de
cancer distinta), opcionalmente en que el método descrito en el presente es suministrado como la
segunda terapia de cancer administrada. En algunas realizaciones, el método comprende el
tratamiento de pacientes portadores de cancer cervical (por ejemplo, un carcinoma de células
escamosas, carcinoma adenoescamoso 0 adenocarcinoma del cuello uterino irresecable,
metastatico o local avanzado) utilizando una combinacién terapéutica que comprende (a) un
anticuerpo anti-CTLA-4 descrito en este documento, por ejemplo, AGEN1884 (IgG1l), o una
composicién farmacéutica que comprende dicho anticuerpo anti-CTLA-4; y (b) un anticuerpo
anti-PD-1 descrito aqui, por ejemplo, AGEN2034 (IgG4 S228P), o composicion farmacéutica
que comprende dicho anticuerpo anti-PD-1, en donde el método se proporciona como una
primera terapia contra el cancer después del diagndstico del cancer de cuello uterino (por
ejemplo, dentrode 1, 2, 3,4, 50 6 dias; 1, 2, 3, 4, 6,8 0 12 semanas; o, 1, 2, 3, 4, 6, 8 0 12 meses

después del diagndstico). En ciertas realizaciones, el método comprende tratar a un sujeto que
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tiene cancer de cuello uterino (por ejemplo, un carcinoma de células escamosas metastasico o
localmente avanzado, irresecable, carcinoma adenoescamoso o0 adenocarcinoma del cuello
uterino) usando una combinacion terapéutica que comprende (a) un anti-CTLA-4 anticuerpo
descrito en la presente memoria, por ejemplo, AGEN1884 (IgG1), o composicion farmacéutica
que comprende dicho anticuerpo anti-CTLA-4; y (b) un anticuerpo anti-PD-1 descrito en este
documento, por ejemplo, AGEN2034 (IgG4 S228P), o composicion farmacéutica que
comprende dicho anticuerpo anti-PD-1, en que el método es suministrado luego del diagndstico
de la progresion del tumor (por ejemplo, en hasta 1, 2, 3, 4,5 6 6 dias; 1, 2, 3, 4, 6,8 0 12
semanas; 0 1, 2, 3, 4, 6, 8 6 12 meses luego del diagnostico de la progresion del tumor) que ha
ocurrido a pesar del tratamiento anterior del cancer cervical con una terapia de cancer distinta, o
suministrado luego del diagndstico de toxicidad de una terapia de cancer distinta (por ejemplo,
en hasta 1, 2, 3, 4,56 6 dias; 1, 2, 3,4, 6,8 0 12 semanas; 6 1, 2, 3, 4, 6, 8 6 12 meses luego del
diagnostico de toxicidad de la terapia de cancer distinta), en que el método descrito en el
presente es suministrado como la segunda terapia de cancer administrada. En algunas
realizaciones, el método comprende el tratamiento de pacientes portadores de cancer cervical
(por ejemplo, un carcinoma de células escamosas, carcinoma adenoescamoso o adenocarcinoma
del cuello uterino irresecable, metastatico o local avanzado) utilizando una combinacion
terapéutica que comprende (a) un anticuerpo anti-CTLA-4 descrito aqui, por ejemplo,
AGEN1884 (IgG1), o composicion farmacéutica que comprende dicho anticuerpo anti-CTLA-4,
y (b) pembrolizumab o composicion farmacéutica que comprende pembrolizumab, en donde el
método se proporciona como un primera terapia contra el cancer después del diagnostico de
cancer de cuello uterino (por ejemplo, dentro de 1, 2, 3, 4, 5 0 6 dias; 1, 2, 3, 4, 6, 8 0 12
semanas; o, 1, 2, 3, 4, 6, 8 0 12 meses después del diagnostico). En ciertas realizaciones, el
método comprende tratar a un sujeto que tiene céncer de cuello uterino (por ejemplo, un
carcinoma de células escamosas metastdsico o localmente avanzado, irresecable, carcinoma
adenoescamoso 0 adenocarcinoma del cuello uterino) usando una combinacién terapéutica que
comprende (a) un anti-CTLA-4 anticuerpo descrito en la presente memoria, por ejemplo,
AGEN1884 (IgG1), o composicion farmacéutica que comprende dicho anticuerpo anti-CTLA-4;
y (b) pembrolizumab o composicion farmacéutica que comprende y pembrolizumab, en que el
método es suministrado luego del diagnostico de la progresion del tumor (por ejemplo, en hasta
1,2, 3 4,506 dias; 1, 2, 3,4,6,8 06 12 semanas; 0 1, 2, 3, 4, 6, 8 0 12 meses luego del
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diagnostico de la progresion del tumor) que ha ocurrido a pesar del tratamiento anterior del
cancer cervical con una terapia de cancer distinta, o suministrado luego del diagndstico de
toxicidad de una terapia de cancer distinta (por ejemplo, en hasta 1, 2, 3, 4,5 ¢ 6 dias; 1, 2, 3, 4,
6,86 12 semanas; 0 1, 2, 3, 4, 6, 8 6 12 meses luego del diagndstico de toxicidad de la terapia de
cancer distinta), en que el método descrito en el presente es suministrado como la segunda
terapia de cancer administrada.

[00336] En algunas realizaciones, el cancer tratado segin los métodos descritos en el presente
es un carcinoma de las células escamosas cutaneo (cSCC). En algunas realizaciones, el cancer
tratado segun los métodos descritos en el presente es un carcinoma de las células escamosas
cutaneo (cSCC) en la Etapa IV. En algunas realizaciones, el cSCC (por ejemplo, ¢cSCC en la
Etapa IV) no es curable con terapia de radiacion. En algunas realizaciones, el cSCC en la Etapa
IV es diagnosticado histol6gicamente o citolégicamente, segun la octava edicion del manual de
etapas del American Joint Committee on Cancer (AJCC-8). En algunas realizaciones, el método
comprende el tratamiento de pacientes utilizando una combinacion terapéutica que comprende
(@) un anticuerpo anti-CTLA-4 descrito en el presente (por ejemplo, AGEN1884 (IgG3)) o a
composicion farmacéutica comprendendo un anticuerpo anti-CTLA-4 y (b) un anticuerpo anti-
PD-1 descrito en el presente (por ejemplo, AGEN2034 (IgG, S228P)) o a composicion
farmacéutica comprendendo un anticuerpo anti-PD-1. En algunas realizaciones, el método
comprende el tratamiento de pacientes utilizando un anticuerpo anti-PD-1 descrito en el presente
(por ejemplo, AGEN2034 (IgG, S228P)) o a composicién farmacéutica comprendendo un
anticuerpo anti-PD-1 como monoterapia. En algunas realizaciones, el cSCC (por ejemplo, cSCC
en la Etapa IV) es tratado segin un método descrito en el presente como primera terapia de
cancer luego del diagnostico del cSCC (por ejemplo, cSCC en la Etapa IV) (por ejemplo, en
hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6 6 dias; 1, 2, 3, 4, 6,8 6 12 semanas; 6 1, 2, 3, 4, 6, 8 6 12 meses luego del
diagnostico). En algunas realizaciones, el cSCC (por ejemplo, cSCC en la Etapa 1V) es tratado
segun un método descrito en el presente como la primera terapia de cancer luego del diagnostico
de la progresion de tumor (por ejemplo, en hasta 1, 2, 3, 4, 5 0 6 dias; 1, 2, 3, 4, 6,8 0 12
semanas; 0 1, 2, 3, 4, 6, 8 0 12 meses luego del diagndstico de la progresion del tumor) que haya
ocurrido a pesar de tratamiento anterior del cSCC (por ejemplo, cSCC en la Etapa V) con
terapia de cancer distinta, opcionalmente en que el método descrito en el presente es

suministrado como la segunda terapia de cancer administrada. En algunas realizaciones, el cSCC
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(por ejemplo, cSCC en la Etapa V) es tratado segin un método descrito en el presente como la
primera terapia de cancer luego del diagnostico de toxicidad de una terapia de cancer distinta
(por ejemplo, en hasta 1, 2, 3, 4, 5 6 6 dias; 1, 2, 3, 4, 6, 8 6 12 semanas; 6 1, 2, 3, 4, 6, 8 6 12
meses luego del diagndstico de toxicidad de la terapia de cancer distinta), opcionalmente en que
el método descrito en el presente es suministrado como la segunda terapia de cancer
administrada. En algunas realizaciones, el método comprende el tratamiento de pacientes
portadores de cSCC (por ejemplo, cSCC en la Etapa 1V) utilizando un anticuerpo descrito en el
presente (por ejemplo, AGEN2034 (IgG, S228P)) o a composicion farmacéutica comprendendo
un anticuerpo anti-PD-1 como monoterapia, en que el método es suministrado luego del
diagnostico de la progresién del tumor (por ejemplo, en hasta 1, 2, 3, 4,5 6 6 dias; 1, 2, 3,4, 6, 8
6 12 semanas; 6 1, 2, 3, 4, 6, 8 6 12 meses luego del diagnostico de la progresion del tumor) que
ha ocurrido a pesar del tratamiento anterior del cancer cervical con una terapia de cancer distinta,
o suministrado hasta el diagnostico de toxicidad de una terapia de cancer distinta (por ejemplo,
enhastal, 2, 3,4,506dias; 1, 2, 3,4,6,8 06 12 semanas; 0 1, 2, 3, 4, 6, 8 6 12 meses luego del
diagndstico de toxicidad de la terapia de cancer distinta) y en que el método descrito en el
presente es suministrado como la segunda terapia de cancer administrada.

[00337] En algunas realizaciones, el cancer tratado segln los métodos descritos en el presente
es linfoma de células B (por ejemplo, leucemia linfocitica cronica de células B, linfoma no de
Hodgkin de células B, linfoma de células B cutaneas, linfoma de células B grandes difusas),
carcinoma basocelular, cancer de vejiga, blastoma, metastasis cerebral, cancer de mama, linfoma
de Burkitt, carcinoma (por ejemplo, adenocarcinoma (por ejemplo, de la juncion
gastroesofagica)), cancer cervical, cancer de colon, cancer colorrectal (cancer de colon y cancer
rectal), carcinoma endometrial, cancer de eséfago, sarcoma de Ewing, linfoma folicular, cancer
gastrico, carcinoma de la juncién gastroesofagica, cancer gastrointestinal, glioblastoma (por
ejemplo, glioblastoma multiforme, por ejemplo recién diagnosticado o recurrente), glioma,
cancer de la cabeza y del cuello (por ejemplo, carcinoma de las células escamosas de la cabeza y
el cuello), metéstasis hepatica, linfoma de Hodgkin y no de Hodgkin, cancer renal (por ejemplo,
hepatoma y carcinoma hepatico), cancer del pulmén (por ejemplo, cancer del pulmon de células
no pequefas y cancer del pulmon de células pequefias), linfoma linfoblastico, linfoma, linfoma
de células del manto, tumor cerebral metastatico, cancer metastatico, mieloma (por ejemplo,

mieloma multiple), neuroblastoma, melanoma ocular, cancer bucofaringeo, osteosarcoma, cancer
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de ovario, cancer pancreatico (por ejemplo, adenocarcinoma ductal pancreatico), cancer de la
prostata (por ejemplo, refractario a hormonas (por ejemplo, resistente a la castracion),
metastatico, refractario a hormonas metastatico (por ejemplo, resistente a la castracion,
independiente de andrdgenos)), carcinoma de las células renales (por ejemplo, metastatico),
carcinoma de las glandulas salivales, sarcoma (por ejemplo, rabdomiosarcoma), cancer de la piel
(por ejemplo, melanoma (por ejemplo, melanoma metastatico)), sarcoma de tejido blando, tumor
solido, carcinoma de las células escamosas, sarcoma sinovial, cancer de los testiculos, cancer de
la tiroides, cancer de células de transicion (cancer de las células uroteliales), melanoma uveal
(por ejemplo, metastatico), carcinoma verrugoso, cancer vulvar y macroglobulinemia de
Waldenstrom.

[00338] En algunas realizaciones, el cancer tratado segin los métodos descritos en el presente
es sarcoma o carcinoma humano, por ejemplo, fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma,
condrosarcoma, sarcoma  osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma,
linfangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing,
leiomiosarcoma, rabodmiosarcoma, carcinoma del colon, cancer pancreatico, cancer de mama,
cancer de ovario, cancer de la prostata, carcinoma de las células escamosas, carcinoma de las
células basales, adenocarcinoma, carcinoma de las glandulas sudoriparas, carcinoma de las
glandulas sebaceas, carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares, cistadenocarcinoma,
carcinoma medular, carcinoma broncogénico, carcinoma de las células renales (por ejemplo,
metastatico), hepatoma, carcinoma de los conductos biliares, coriocarcinoma, seminoma,
carcinoma embrional, tumor de Wilms, cancer cervical, tumor testicular, carcinoma de pulmon,
carcinoma de pulmon de células pequefias, carcinoma de vejiga, carcinoma epitelial, glioma,
glioblastoma multiforme, astrocitoma, meduloblastoma, craniofaringioma, ependimoma,
pinealoma, hemangioblastoma, neuroma acustico, oligodendroglioma, meningioma, melanoma,
neuroblastoma o retinoblastoma.

[00339] En algunas realizaciones, el cancer tratado segln los métodos descritos en el presente
es leucemia linfocitica aguda o leucemia mielocitica aguda (por ejemplo, mieloblastica,
promielocitica, mielomonocitica, monocitica y euritroleucemia); leucemia cronica (leucemia
mielocitica (granulocitica) crénica o leucemia linfocitica cronica); enfermedad de Hodgkin;
enfermedad no de Hodgkin; leucemia mieloide aguda; linfoma de células B; linfoma de células

T; linfoma de células grandes anaplastico; linfoma intraocular; linfoma folicular; linfoma del
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intestino delgado; o linfoma de la zona marginal esplénica.

[00340] En algunas realizaciones, el cancer tratado segln los métodos descritos en el presente
es mieloma mdltiple, macroglobulinemia de Waldenstrom, enfermedad de cadena pesada,
tumores estromales gastrointestinales, cancer de la cabeza y/o del cuello (por ejemplo, carcinoma
de células escamosas de la hipofaringe, carcinoma de células escamosas de la laringe, carcinoma
celular de orofaringe o carcinoma verrugoso de laringe), sarcoma estromal endometrial, sarcoma
de mastocitos, sarcoma de tejido blando de adultos, sarcoma uterino, carcinoma de células
Merkel, carcinoma urotelial, melanoma con metastasis cerebrales, melanoma uveal, melanoma
uveal con metastasis del higado, cancer del pulmén de células no pequefias, cancer rectal o
sindrome mielodisplastica. En algunas realizaciones, el cancer tratado segun los métodos es
metastatico.

[00341] En algunas realizaciones, el cancer tratado segin los métodos descritos en el presente
es cancer de proéstata, cancer de mama, cancer de pulmoén, cancer colorrectal, melanoma, cancer
bronquial, cancer de vejiga, cancer de cerebro o del sistema nervioso central, cancer del sistema
nervioso periférico, cancer uterino o endometrial, cancer de la cavidad oral o de faringe, linfoma
no de Hodgkin, cancer de tiroides, cancer renal, cancer de tracto biliar, cancer de apéndice o
intestino delgado, cancer de las glandulas salivales, cancer de la glandula tiroides, cancer de la
glandula adrenal, cancer de células escamosas, mesotelioma, osteocarcinoma, carcinoma
timico/del tioma, glioblastoma, sindrome mielodisplastica, sarcoma de tejido blando, DIPG,
adenocarcinoma, osteosarcoma, condrosarcoma, leucemia o cancer pancreéatico. En algunas
realizaciones, el cancer tratado segin los métodos descritos en el presente incluye carcinoma
(por ejemplo, adenocarcinoma), linfoma, blastoma, melanoma, sarcoma o leucemia.

[00342] En algunas realizaciones, el cancer tratado segin los métodos descritos en el presente
es cancer de las células escamosas, cancer de pulmén de células pequefias, cancer de pulmén de
células no pequefias, cancer gastrointestinal, linfoma de Hodgkin, linfoma no de Hodgkin, cancer
pancreatico, glioblastoma, glioma, cancer cervical, cancer de ovario, cancer de higado (por
ejemplo, carcinoma hepatico y hepatoma), cancer de vejiga, cancer de mama, cancer de mama
inflamatorio, carcinoma de células Merkel, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer de
estbmago, cancer de vejiga urinaria, carcinoma endometrial, mieloma (por ejemplo, mieloma
maultiple), carcinoma de las glandulas salivales, cancer renal (por ejemplo, carcinoma de las

células renales y tumores de Wilms), carcinoma basocelular, melanoma, cancer de prostata,
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cancer de vulva, cancer de tiroides, cancer testicular, cancer de es6fago, adenocarcinoma seroso
0 varios tipos de cancer de la cabeza y del cuello. En algunas realizaciones, el cancer tratado
segun los métodos descritos en el presente incluye melanoma desmoplastico, cancer de mama
inflamatorio, timoma, cancer rectal, cancer anal o glioma del tronco encefélico tratable
quirdrgicamente o no tratable quirdrgicamente. En una realizacion especifica, el cancer es un
tumor solido. En otra realizacion especifica, el cancer es glioblastoma multiforme. En algunas
realizaciones, el glioblastoma multiforme es recurrente. En algunas realizaciones, el
glioblastoma multiforme es recién diagnosticado. En algunas realizaciones, el glioblastoma
multiforme se encuentra en un paciente portador de promotores de MGMT no metilados. En
algunas realizaciones, el glioblastoma multiforme es refractario a la terapia de Bevacizumab. En
algunas realizaciones, el glioblastoma multiforme se encuentra en pacientes que no han recibido
terapia de Bevacizumab.

[00343] En algunas realizaciones, el cancer tratado segln los métodos descritos en el presente
es melanoma metastatico (por ejemplo, melanoma metastatico resistente), cancer de ovario
metastatico o carcinoma de las células renales metastatico. En algunas realizaciones, el cancer
tratado segun los métodos descritos en el presente es melanoma que es resistente a ipilimumab.
En algunas realizaciones, el cancer tratado segin los métodos descritos en el presente es
melanoma que es resistente a nivolumab o pembrolizumab. En algunas realizaciones, el cancer
tratado segun los métodos descritos en el presente es melanoma que es resistente a ipilimumab y
nivolumab o pembrolizumab.

[00344] En algunas realizaciones, el cancer tratado segln los métodos descritos en el presente
es cancer de mama (por ejemplo, cancer de mama resistente a herceptina y cancer de mama
resistente a trastuzumab-DM1 (T-DMAL)), cancer de prostata, glioblastoma multiforme, cancer
colorrectal, sarcoma, cancer de vejiga, cancer cervical, canceres asociados a HPV, canceres de
vagina, canceres de vulva, canceres de pene, cancer de ano, cancer de recto, cancer de
orofaringe, mieloma multiple, carcinoma de células renales, cancer de ovario, cancer
hepatocelular, cancer endometrial, cancer pancreatico, linfoma y leucemia (por ejemplo,
leucemia de ancianos, leucemia mieloide aguda (AML) y AML de ancianos).

[00345] En algunas realizaciones, el cancer tratado segln los métodos descritos en el presente
es melanoma maligno metastatico (por ejemplo, melanoma maligno cutaneo o intraocular),

cancer renal (por ejemplo, carcinoma de celulas claras), cancer de préstata (por ejemplo,
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adenocarcinoma de prostata refractario a hormonas), cancer de mama, cancer de colon, cancer de
pulmon (por ejemplo, cancer de pulmon de células no pequefias), cancer 6seo, cancer
pancreatico, cancer cutaneo, cancer de cabeza o del cuello, cancer uterino, cancer de ovario,
cancer rectal, cancer de la region anal, cancer de estomago, cancer testicular, cancer uterino,
carcinoma de las trompas de Falopio, carcinoma de endometrio, carcinoma del cuello uterino,
carcinoma de vagina, carcinoma de vulva, cancer de es6fago, cancer de intestino delgado, cancer
del sistema enddcrino, cancer de la glandula tiroides, cancer de la glandula paratiroides, cancer
de la glandula adrenal, sarcoma de tejido blando, cancer de uretra, cancer de pene, leucemias
cronicas o agudas, incluyendo leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide cronica, leucemia
linfoblastica aguda, leucemia linfocitica crénica, tumores sélidos de la nifiez, linfoma linfocitico,
cancer de vejiga, cancer de los rifiones o uretra, carcinoma de la pelvis renal, neoplasma del
sistema nervioso central (SNC), linfoma del SNC primario, angiogénesis de tumor, tumor del eje
espinal, glioma del tronco encefalico, glioma, adenoma de la pituitaria, sarcoma de Kaposi,
cancer epidermoidal, cancer de células escamosas, linfoma de células T, canceres inducidos por
el ambiente, incluyendo los inducidos por asbesto, cancer de es6fago, cancer de higado,
malignidades refractarias o recurrentes, canceres metastaticos, canceres que expresan PD-L1 y
combinaciones de dichos canceres.

[00346] En algunas realizaciones, el paciente ha recibido inmunoterapia anteriormente. En
algunas realizaciones, el paciente no ha recibido inmunoterapia anteriormente. En algunas
realizaciones, el cancer es cancer avanzado o metastatico.

[00347] En algunas realizaciones, la presente invencidn suministra un método de prevencion o
tratamiento de enfermedades infecciosas en pacientes, en que el método comprende la
administracion al paciente de una cantidad eficaz de un anticuerpo, combinacién terapéutica o
composicion farmacéutica segun la presente invencion. En una realizacion, son suministrados en
el presente métodos de prevencion y/o tratamiento de infecciones (por ejemplo, infeccion viral,
infeccion bacteriana, infeccién flangica, infeccion por protozoos o infeccion parasitica). La
infeccion evitada y/o tratada segin los metodos puede ser causada por un agente infeccioso
identificado en el presente. En una realizacion especifica, un anticuerpo, combinacion terapéutica
0 composicién farmacéutica descrita en el presente es el Unico agente activo administrado a un
paciente. En algunas realizaciones, un anticuerpo, combinacion terapéutica 0 composicion

farmacéutica descrita en el presente es utilizada en combinacion con intervenciones
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antiinfecciosas (por ejemplo, antivirales, antibacterianos, antifungicos o antihelminticos) para el
tratamiento de enfermedades infecciosas.

[00348] Las enfermedades infecciosas que pueden tratarse y/o evitarse por anticuerpos,
combinaciones terapéuticas o composiciones farmacéuticas descritas en el presente son causadas
por agentes infecciosos, incluyendo, pero sin limitacion, bacterias, paréasitos, fungos,
protozoarios y virus. En una realizacion especifica, la enfermedad infecciosa tratada y/o evitada
por anticuerpos, combinaciones terapéuticas o composiciones farmacéuticas descritas en el
presente es causada por virus. Las enfermedades virales o infecciones virales que pueden evitarse
y/o tratarse segun los métodos descritos en el presente incluyen, pero sin limitacion, las causadas
por hepatitis tipo A, hepatitis tipo B, hepatitis tipo C, gripe (por ejemplo, influenza A o influenza
B), varicela, adenovirus, herpes simplex tipo | (HSV-I), herpes simplex tipo Il (HSV-II), peste
bovina, rinovirus, ecovirus, rotavirus, virus sincitial respiratorio, virus del papiloma, virus
papova, citomegalovirus, equinovirus, arbovirus, huntavirus, virus Coxsackie, virus de las
paperas, virus del sarampidn, virus de la rubéola, virus de la polio, viruela, virus Epstein Barr,
virus de la inmunodeficiencia humana tipo | (HIV-1), virus de la inmunodeficiencia humana tipo
Il (HIV-1l) y agentes de enfermedades virales como meningitis viral, encefalitis, dengue o
viruela.

[00349] Infecciones bacterianas que pueden evitarse y/o tratarse incluyen infecciones
causadas por Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Proteus vulgaris, Staphylococcus viridans y Pseudomonas aeruginosa. Enfermedades
bacterianas causadas por bacterias (por ejemplo, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Proteus vulgaris, Staphylococcus viridans vy
Pseudomonas aeruginosa) que pueden evitarse y/o tratarse segin los métodos descritos en el
presente incluyen, pero sin limitacion, Mycobacteria rickettsia, Mycoplasma, Neisseria, S.
pneumonia, Borrelia burgdorferi (enfermedad de Lyme), Bacillus antracis (antrax), tétano,
Streptococcus, Staphylococcus, micobacteria, tos ferina, cllera, plaga, difteria, clamidia, S.
aureus y Legionella.

[00350] Enfermedades protozoarias o infecciones protozoarias causadas por protozoos que
pueden evitarse y/o tratarse segin los métodos descritos en el presente incluyen, pero sin
limitacion, Leishmania, coccidiosis, Trypanosoma, Schistosoma o malaria. Enfermedades

parasiticas o infecciones parasiticas causadas por parasitas que pueden evitarse y/o tratarse segun
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los métodos descritos en el presente incluyen, pero sin limitacion, clamidia y Rickettsia.

[00351] Enfermedades fangicas o infecciones fungicas que pueden evitarse y/o tratarse segin
los métodos descritos en el presente incluyen, pero sin limitacion, las causadas por infecciones
por Candida, cigomicosis, mastitis por Candida, tricosporonosis diseminada progresiva con
tricosporonemia latente, candidiasis diseminada, paracoccidioidomicosis pulmonar, aspergilosis
pulmonar, pneumonia por Pneumocystis carinii, meningitis criptococcica, meningoencefalitis
coccidioide y vasculitis cefalorraquidea, infeccién por Aspergillus niger, Fusarium keratitis,
micosis del seno paranasal, endocarditis por Aspergillus fumigatus, discondroplasia tibial,
vaginitis por Candida glabrata, candidiasis bucofaringea, enfermedad granulomatosa cronica
ligada a X, pie de atleta, candidiasis cutanea, placentitis micética, tricosporonosis diseminada,
aspergilosis broncopulmonar alérgica, queratitis micotica, infeccion por Cryptococcus
neoformans, peritonitis fdngica, infeccion por Curvularia geniculata, endoftalmitis
estafilocdcica, esporotricosis y dermatofitosis.

[00352] En algunas realizaciones, la enfermedad infecciosa es aguda. En algunas
realizaciones, la enfermedad infecciosa es cronica. En algunas realizaciones, la enfermedad
infecciosa es causada por flavivirus, por ejemplo, virus del Nilo occidental, virus de la encefalitis
de Saint Louis, virus de Powassan, virus de la encefalitis transmitido por la garrapata, virus de la
dengue, virus de la zika, virus de la enfermedad de la Floresta de Kyasanur, virus de la fiebre
amarilla y virus chikungunya. En algunas realizaciones, la enfermedad infecciosa es causada por
el virus Ebola. En algunas realizaciones, la enfermedad infecciosa es causada por el virus de la
influenza. En algunas realizaciones, la enfermedad infecciosa es causada por el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (HIV), virus de la Hepatitis B (HBV) o virus de la Hepatitis C
(HCV). En algunas realizaciones, los anticuerpos, combinaciones terapéuticas o composiciones
farmacéuticas descritas en el presente promueven el control viral. En algunas realizaciones, los
anticuerpos, combinaciones terapéuticas o composiciones farmacéuticas descritas en el presente
promueven la eliminacién de reservatorios virales.

[00353] En algunas realizaciones, dichos métodos comprenden adicionalmente la

administracidn de un agente terapéutico adicional al paciente. En algunas realizaciones, el agente
terapéutico adicional es un agente quimioterapéutico, radioterapéutico o de orientacion de
control. En algunas realizaciones, el agente quimioterapéutico es un agente hipometilante (por
ejemplo, azacitidina). En algunas realizaciones, el agente de orientacion de control es
seleccionado desde el grupo que consiste de un anticuerpo anti-CTLA-4 antagonista, un
anticuerpo anti-PD-L1 antagonista, un anticuerpo anti-PD-L2 antagonista, un anticuerpo anti-
PD-1 antagonista, un anticuerpo anti-T1M-3 antagonista, un anticuerpo anti-LAG-3 antagonista,
un anticuerpo anti-CEACAML antagonista, un anticuerpo anti-GITR agonista y un anticuerpo
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anti-OX40 agonista.

[00354] En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-PD-1 es utilizado en los métodos
descritos en el presente. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es nivolumab, también
conocido como BMS-936558 6 MDX1106, desarrollado por Bristol-Myers Squibb. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es pembrolizumab, también conocido como
lambrolizumab o MK-3475, desarrollado por Merck & Co. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-PD-1 es pidilizumab, también conocido como CT-011, desarrollado por
CureTech. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es MEDI0680, también conocido
como AMP-514, desarrollado por Medimmune. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-
1 es PDRO001 desarrollado por Novartis Pharmaceuticals. En algunas realizaciones, el anticuerpo
anti-PD-1 es REGN2810 desarrollado por Regeneron Pharmaceuticals. En algunas realizaciones,
el anticuerpo anti-PD-1 es PF-06801591 desarrollado por Pfizer. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-PD-1 es BGB-A317 desarrollado por BeiGene. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-PD-1 es TSR-042 desarrollado por AnaptysBio y Tesaro. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es SHR-1210 desarrollado por Hengrui.

[00355] Ejemplos no limitantes adicionales de anticuerpos anti-PD-1 que pueden utilizarse en
métodos de tratamiento descritos en el presente son descritos en las siguientes patentes y pedidos
de patentes, que se incorporan integralmente al presente por referencia para todos los propoésitos:
Patente Norteamericana n° 6.808.710; Patente Norteamericana n° 7.332.582; Patente
Norteamericana n° 7.488.802; Patente Norteamericana n° 8.008.449; Patente Norteamericana n°
8.114.845; Patente Norteamericana n° 8.168.757; Patente Norteamericana n° 8.354.509; Patente
Norteamericana n° 8.686.119; Patente Norteamericana n° 8.735.553; Patente Norteamericana n°
8.747.847; Patente Norteamericana n° 8.779.105; Patente Norteamericana n® 8.927.697; Patente
Norteamericana n° 8.993.731; Patente Norteamericana n° 9.102.727; Patente Norteamericana n°
9.205.148; Patente Norteamericana Publicada n® US 2013/0202623 Al; Patente Norteamericana
Publicada n°® US 2013/0291136 Al; Patente Norteamericana Publicada n® US 2014/0044738 Al;
Patente Norteamericana Publicada n® US 2014/0356363 Al; Patente Norteamericana Publicada
n® US 2016/0075783 Al; y Patente PCT n° WO 2013/033091 Al; Patente PCT n°® WO
2015/036394 A1l; Patente PCT n® WO 2014/179664 A2; Patente PCT n® WO 2014/209804 A1,
Patente PCT n® WO 2014/206107 Al; Patente PCT n® WO 2015/058573 Al; Patente PCT n°
WO 2015/085847 Al; Patente PCT n° WO 2015/200119 A1; Patente PCT n° WO 2016/015685
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Al; y Patente PCT n® WO 2016/020856 Al.

[00356] En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-PD-L1 es utilizado en los métodos
descritos en el presente. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-L1 es atezolizumab,
desarrollado por Genentech. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-L1 es durvalumab,
desarrollado por AstraZeneca, Celgene y Medimmune. En algunas realizaciones, el anticuerpo
anti-PD-L1 es avelumab, también conocido como MSB0010718C, desarrollado por Merck
Serono y Pfizer. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-L1 es MDX-1105, desarrollado
por Bristol-Myers Squibb. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-L1 es AMP-224,
desarrollado por Amplimmune y GSK.

[00357] Ejemplos no limitantes adicionales de anticuerpos anti-PD-L1 que pueden utilizarse
en métodos de tratamiento descritos en el presente son descritos en las siguientes patentes y
pedidos de patentes, que se incorporan integralmente al presente por referencia para todos los
propdsitos: Patente Norteamericana n° 7.943.743; Patente Norteamericana n° 8.168.179; Patente
Norteamericana n° 8.217.149; Patente Norteamericana n° 8.552.154; Patente Norteamericana n°
8.779.108; Patente Norteamericana n°® 8.981.063; Patente Norteamericana n® 9.175.082; Patente
Norteamericana Publicada n® US 2010/0203056 Al; Patente Norteamericana Publicada n°® US
2003/0232323 Al; Patente Norteamericana Publicada n° US 2013/0323249 Al; Patente
Norteamericana Publicada n® US 2014/0341917 Al; Patente Norteamericana Publicada n°® US
2014/0044738 Al; Patente Norteamericana Publicada n° US 2015/0203580 A1l; Patente
Norteamericana Publicada n°® US 2015/0225483 Al; Patente Norteamericana Publicada n°® US
2015/0346208 Al; Patente Norteamericana Publicada n® US 2015/0355184 Al; y Patente PCT
n® WO 2014/100079 Al; Patente PCT n° WO 2014/022758 Al; Patente PCT n° WO
2014/055897 A2; Patente PCT n® WO 2015/061668 Al; Patente PCT n® WO 2015/109124 A1,
Patente PCT n°® WO 2015/195163 Al; Patente PCT n® WO 2016/000619 Al; y Patente PCT n°
WO 2016/030350 Al.

[00358] En algunas realizaciones, un anticuerpo, combinacion terapéutica o composicién
farmacéutica descrita en el presente se administra a pacientes en combinacién con un compuesto
que dirige una o méas enzimas inmunomoduladoras como IDO (indoelamina-(2,3)-dioxigenase)
y/o TDO (triptofano 2,3-dioxigenase). En algunas realizaciones, dicho compuesto es
seleccionado desde el grupo que consiste de epacadostat (Incyte Corp.; véase, por ejemplo, WO

2010/005958, que es integralmente incorporada al presente por referencia), F001287 (Flexus
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Biosciences/Bristol-Myers Squibb), indoximod (NewLink Genetics) y NLG919 (NewLink
Genetics). En una realizacion, el compuesto es epacadostat. En otra realizacion, el compuesto es
F001287. En otra realizacion, el compuesto es indoximod. En otra realizacion, el compuesto es
NLG919. En una realizacién especifica, un anticuerpo, combinacion terapéutica o0 composicion
farmacéutica descrita en el presente es administrada a un paciente en combinacion con un
inhibidor de IDO para el tratamiento de cancer. El inhibidor de IDO descrito en el presente para
uso en el tratamiento de cancer esta presente en una forma de dosis sélida de una composicion
farmacéutica, como una tableta, pildora o capsula, en que la composicidén farmacéutica incluye
un inhibidor de IDO y un excipiente farmacéuticamente aceptable. Asi, el anticuerpo descrito en
el presente y el inhibidor de IDO descrito en el presente pueden administrarse aisladamente,
secuencialmente o simultdneamente, como formas de dosis separadas. En una realizacion, el
anticuerpo se administra parenteralmente y el inhibidor de IDO se administra oralmente. En
realizaciones especificas, el inhibidor es seleccionado desde el grupo gque consiste de epacadostat
(Incyte Corporation), F001287 (Flexus Biosciences/Bristol-Myers Squibb), indoximod
(NewLink Genetics) y NLG919 (NewLink Genetics). Epacadostat ha sido descrito en la Patente
PCT n® WO 2010/005958, que es integralmente incorporada al presente como referencia para
todos los propositos. En una realizacion, el inhibidor es epacadostat. En otra realizacion, el
inhibidor es FO01287. En otra realizacion, el inhibidor es indoximod. En otra realizacion, el
inhibidor es NLG919.

[00359] En algunas realizaciones, un anticuerpo, combinacion terapéutica o composicion
farmacéutica descrita en el presente es administrada a un paciente en combinacion con una
vacuna. En algunas realizaciones, la vacuna es vacuna contra tumores con base en proteina de
choque térmico o una vacuna contra patdgenos con base en proteina de choque térmico. En una
realizacion especifica, un anticuerpo, combinacién terapéutica o composicion farmacéutica
descrita en el presente es administrada a un paciente en combinacién con una vacuna contra
tumores con base en proteina de choque térmico. Proteinas de choque térmico (HSPS) son una
familia de proteinas en alta conservacion encontradas diseminadamente en todas las especies. Su
expresion puede inducirse potentemente a niveles mucho mas altos, como resultado de choque
térmico u otras formas de tension, incluyendo la exposicion a toxinas, tensién oxidativa o
escasez de glucosa. Cinco familias se han clasificado segun el peso molecular: HSP-110, -90, -

70, -60 y -28. HSPs suministran péptidos inmunogénicos por medio del proceso de presentacion
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cruzada en células que presentan antigenos (APCs) como macrofagos y células dendriticas
(DCs), generando la activacion de celulas T. HSPs operan como portadoras de chaperona de
péptidos antigénicos asociados a tumores, formando complejos capaces de inducir la inmunidad
especifica de tumores. Mediante la liberacion de células de tumor agonizantes, los complejos de
HSP y antigeno son absorbidos por células que presentan antigeno (APCs), en que los antigenos
se procesan en péptidos que ligan moléculas de MHC de clase | y de clase Il, generando la
activacion de células T CD8+ y CD4+ antitumores. La inmunidad ofrecida por complejos de
HSP derivados de preparaciones de tumores se dirige especificamente contra el repertorio de
péptidos antigénicos exclusivos expresados por el cancer de cada paciente.

[00360] Un complejo de péptido de proteina de choque térmico (HSPPC) es un complejo de
péptido de proteina que consiste de una proteina de choque térmico en complejo no covalente
con péptidos antigénicos. HSPPCs permiten reacciones inmunoldgicas innatas y adaptativas. En
una realizacion especifica, el(los) péptido(s) antigénico(s) exhibe(n) antigenicidad para el cancer
en tratamiento. HSPPCs son eficientemente detenidas por APCs por los receptores de membrana
(especialmente CD91) o por ligacidn a receptores similares a Toll. La internalizacién de HSPPC
resulta en maturacion funcional de los APCs, en que la produccion de quemoquina y citoquina
genera la activacion de células matadoras naturales (NK), monocitos y reacciones inmunolégicas
mediadas por Thl y Th2. En algunas realizaciones, HSPPCs utilizadas en los métodos descritos
en el presente comprenden una o mas proteinas de choque térmico de la familia hsp60, hsp70 6
hsp90 de proteinas de tension en complejo con péptidos antigénicos. En algunas realizaciones,
HSPPCs comprenden hsc70, hsp70, hsp90, hsp110, grp170, gp96, calreticulina o combinaciones
de dos 0 mas de ellos.

[00361] En una realizacion especifica, un anticuerpo, combinacién terapéutica o composicion
farmacéutica descrita en el presente es administrada a un paciente en combinacion con un
complejo de péptido de proteina de choque térmico (HSPPC), por ejemplo un complejo de
péptido de proteina de choque térmico 96 (HSPPC-96) para el tratamiento de cancer. HSPPC-96
comprende una proteina de choque térmico (Hsp) de 96 kDa, gp96, en complejo con péptidos
antigenicos. HSPPC-96 es una inmunoterapia de cancer producida con un tumor de paciente y
contiene la “impresion digital” antigénica del cancer. En algunas realizaciones, dicha impresion
digital contiene antigenos exclusivos que solo estan presentes en las células de cancer especificas

de aquel paciente y la inyeccién de la vacuna se destina a estimular el sistema inmunologico del
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paciente para reconocer y atacar cualesquier células con la impresion digital de cancer especifica.
[00362] En algunas realizaciones, el HSPPC, como, por ejemplo HSPPC-96, se produce desde
el tejido de tumor de un paciente. En una realizacion especifica, el HSPPC (por ejemplo,
HSPPC-96) se produce desde un tumor de la clase de cancer o su metastasis en tratamiento. En
otra realizacion especifica, el HSPPC (por ejemplo, HSPPC-96) es autdlogo para el paciente en
tratamiento. En algunas realizaciones, el tejido de tumor es tejido de tumor no necrotico. En
algunas realizaciones, al menos 1 gramo (por ejemplo, al menos 1, al menos 2, al menos 3, al
menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9 6 al menos 10 gramos) de
tejido de tumor no necrotico se utiliza para producir un régimen de vacuna. En algunas
realizaciones, luego de la reseccion quirdrgica, el tejido de tumor no necrético es congelado
antes del uso en la preparacion de vacunas. En algunas realizaciones, el HSPPC, como, por
ejemplo, HSPPC-96, es aislado del tejido de tumor por medio de métodos de purificacion,
filtrado y preparado para una vacuna inyectable. En algunas realizaciones, se administra al
paciente 6-12 dosis del HSPPC, como, por ejemplo, HSPPC-96. En esas realizaciones, las dosis
de HSPPC, como, por ejemplo, HSPPC-96, pueden administrarse semanalmente para las
primeras cuatro dosis Yy, en seguida, quincenalmente para las 2-8 dosis adicionales.

[00363] Ejemplos adicionales de HSPPCs que pueden utilizarse segun los métodos descritos
en el presente son descritos en las siguientes patentes y pedidos de patente, que se incorporan
integralmente al presente por referencia para todos los propdsitos: Patentes Norteamericanas n®
6.391.306, 6.383.492, 6.403.095, 6.410.026, 6.436.404, 6.447.780, 6.447.781 y 6.610.659.
[00364] El anticuerpo, la combinacién terapéutica o la composicion farmacéutica y el agente
terapéutico adicional (por ejemplo, agente quimioterapéutico, radioterapéutico y de orientacion
de control, inhibidor de IDO y/o vacuna) pueden administrarse separadamente, secuencialmente
0 simultaneamente, como formas de dosis separadas. En una realizacién, un anticuerpo,
combinacion terapéutica o composicion farmacéutica descrita en el presente es administrado
parenteralmente y un inhibidor de IDO es administrado oralmente.

[00365] Un anticuerpo, combinacion terapéutica 0 composicion farmacéutica descrita en el
presente puede suministrarse a un paciente por una serie de vias. Estas incluyen, pero sin
limitacion, via parenteral, intranasal, intratraqueal, oral, intradérmica, topica, intramuscular,
intraperitoneal, transdérmica, intravenosa, intratumoral, conjuntiva y subcutanea. La

administracion pulmonar puede también emplearse, por ejemplo, por el uso de un inhalador o
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nebulizador y por formulacion con un agente de aerosol para uso como spray. En algunas
realizaciones, el anticuerpo, la combinacion terapéutica o la composicion farmacéutica descrita
en el presente se suministra por via subcutdnea o intravenosa. En algunas realizaciones, el
anticuerpo, la combinacion terapéutica o la composicion farmacéutica descrita en el presente se
suministra por via intratumoral. En algunas realizaciones, el anticuerpo, la combinacién
terapéutica o la composicion farmacéutica descrita en el presente se suministra a un nédulo
linfatico que drena el tumor. En algunas realizaciones, el anticuerpo, la combinacion terapéutica
o0 la composicion farmacéutica descrita en el presente se suministra por administracién localizada
(por ejemplo, administracion subcutanea). En algunas realizaciones, el anticuerpo, la
combinacion terapéutica o la composicion farmacéutica descrita en el presente se suministra por
via sistétmica. En algunas realizaciones, el anticuerpo, la combinacion terapéutica o la
composicion farmaceutica descrita en el presente se suministra por via local. En algunas
realizaciones, la combinacion terapéutica comprende un primer anticuerpo y un segundo
anticuerpo, en que el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo son administrados por la misma
via (por ejemplo, intravenosa, subcutidnea o intratumoral). En algunas realizaciones, la
combinacion terapéutica comprende un primer anticuerpo y un segundo anticuerpo, en que el
primer anticuerpo y el segundo anticuerpo son administrados por vias distintas.

[00366] La cantidad de un anticuerpo, combinacion terapéutica o composicion farmacéutica
que serd eficaz en el tratamiento y/o prevencién de una condicion dependera de la naturaleza de
la enfermedad y puede determinarse por métodos clinicos estandar.

[00367] La dosis precisa a emplearse en una composicion también dependera de la via de
administracion y de la seriedad de la infeccion o enfermedad causada por ella, y debera decidirse
segun el juicio del practicante y las circunstancias de cada paciente. Dosis eficaces pueden
también variar, por ejemplo, segin el medio de administracion, local blanco, estado fisiologico
del paciente (incluyendo la edad, peso corporal y salud), si el paciente es humano o animal, otras
medicaciones administradas o si el tratamiento es profilactico o terapéutico. Normalmente, el
paciente es humano, pero mamiferos no humanos también se pueden tratar, incluyendo
mamiferos transgénicos. Las dosis de tratamiento son idealmente tituladas para optimizar la
seguridad y la eficacia.

[00368] En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-CTLA-4, un anticuerpo anti-PD-1, un

anticuerpo anti-CTLA-4/PD-1 y/o una composicion farmaceutica descrita en el presente es
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administrada a un paciente (por ejemplo, por via intravenosa, intratumoral o subcutanea) a 0,01
mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg, 6 mg/kg, 10 mg/kg, cerca de 0,01
mg/kg, cerca de 0,03 mg/kg, cerca de 0,1 mg/kg, cerca de 0,3 mg/kg, cerca de 1 mg/kg, cerca de
3 mg/kg, cerca de 6 mg/kg o cerca de 10 mg/kg, opcionalmente a cada una, dos o tres semanas.
[00369] En un aspecto, se suministra en el presente un anticuerpo anti-CTLA-4, un anticuerpo
anti-PD-1, un anticuerpo anti-CTLA-4/PD-1 y/o wuna composicion farmacéutica v,
opcionalmente, un agente terapéutico adicional, para uso en un método de tratamiento de cancer,
para incrementar o inducir una reacciéon inmunoldgica o para el tratamiento de enfermedades
infecciosas, en que el anticuerpo y/o la composicion farmacéutica es administrada a pacientes a
0,01 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg, 6 mg/kg, 10 mg/kg, cerca de
0,1 mg/kg, cerca de 0,3 mg/kg, cerca de 1 mg/kg, cerca de 3 mg/kg, cerca de 6 mg/kg o cerca de
10 mg/kg, opcionalmente a cada una, dos o tres semanas.

[00370] En un aspecto, se suministra en el presente el uso de una combinacion terapéutica, un
anticuerpo multiespecifico, un Kit y/o una composicién farmacéutica descrita en el presente en la
preparacion de medicamentos para el tratamiento de cancer, incremento o induccién de reaccion
inmunoldgica, o para tratar enfermedades infecciosas. Alternativamente, se suministra el uso de
una combinacién terapéutica y/o un anticuerpo multiespecifico para preparar un medicamento,
composicién farmacéutica o kit. Se suministra en el presente, por ejemplo, el uso de un
anticuerpo anti-CTLA-4, anticuerpo anti-PD-1, anticuerpo anti-CTLA-4/PD-1 y, opcionalmente,
un agente terapéutico adicional para preparar una composicion farmacéutica, medicamento o kit
de tratamiento de cancer, para incrementar o inducir reaccion inmunoldgica, o para tratar
enfermedades infecciosas.

[00371] Em algunas realizaciones, un anticuerpo o composicién farmacéutica descrita en el
presente es administrada a un paciente (por ejemplo, por inyeccion intravenosa o inyeccion
intratumoral) a 0,01 mg/kg o cerca de 0,01 mg/kg, opcionalmente a cada una, dos o tres semanas.
Em algunas realizaciones, un anticuerpo o composicion farmacéutica descrita en el presente es
administrada a un paciente (por ejemplo, por inyeccion intravenosa, intratumoral o subcutanea) a
0,03 mg/kg o cerca de 0,03 mg/kg, opcionalmente a cada una, dos o tres semanas. Em algunas
realizaciones, un anticuerpo o composicion farmacéutica descrita en el presente es administrada
a un paciente (por ejemplo, por inyeccién intravenosa, intratumoral o subcutanea) a 0,1 mg/kg o

cerca de 0,1 mg/kg, opcionalmente a cada una, dos o tres semanas. Em algunas realizaciones, un
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anticuerpo o composicion farmacéutica descrita en el presente es administrada a un paciente (por
ejemplo, por inyeccion intravenosa, intratumoral o subcutanea) a 0,3 mg/kg o cerca de 0,3
mg/kg, opcionalmente a cada una, dos o tres semanas. Em algunas realizaciones, un anticuerpo o
composicion farmacéutica descrita en el presente es administrada a un paciente (por ejemplo, por
inyeccion intravenosa, intratumoral o subcutanea) a 1 mg/kg o cerca de 1 mg/kg, opcionalmente
a cada una, dos o tres semanas. Em algunas realizaciones, un anticuerpo 0 composicion
farmacéutica descrita en el presente es administrada a un paciente (por ejemplo, por inyeccion
intravenosa, intratumoral o subcutédnea) a 3 mg/kg o cerca de 3 mg/kg, opcionalmente a cada
una, dos o tres semanas. Em algunas realizaciones, un anticuerpo o composicién farmacéutica
descrita en el presente es administrada a un paciente (por ejemplo, por inyeccion intravenosa,
intratumoral o subcuténea) a 6 mg/kg o cerca de 6 mg/kg, opcionalmente a cada una, dos o tres
semanas. Em algunas realizaciones, un anticuerpo o composicion farmacéutica descrita en el
presente es administrada a un paciente (por ejemplo, por inyeccion intravenosa, intratumoral o
subcutanea) a 10 mg/kg o cerca de 10 mg/kg, opcionalmente a cada una, dos o tres semanas.
[00372] La cantidad eficaz de una combinacion terapéutica de una primera terapia y una
segunda terapia incluye una primera cantidad de la primera terapia y una segunda cantidad de la
segunda terapia, en que la administracion de la combinacion terapéutica alcanza un efecto
terapéutico o profilactico deseado. La primera cantidad puede ser menor, igual o0 mas alta que la
cantidad eficaz de la primera terapia administrada aisladamente y la secunda cantidad puede ser
menor, igual 0 mas alta que la cantidad eficaz de la segunda terapia administrada aisladamente.
En algunas realizaciones, la primera cantidad es menor que la cantidad eficaz de la primera
terapia administrada aisladamente. En algunas realizaciones, la segunda cantidad es menor que la
cantidad eficaz de la segunda terapia administrada aisladamente. En algunas cantidades, la
primera cantidad es menor que la cantidad eficaz de la primera terapia administrada aisladamente
y la segunda cantidad es menor que la cantidad eficaz de la segunda terapia administrada
aisladamente.

[00373] De una combinacion terapéutica comprender un anticuerpo anti-CTLA-4 descrito en
el presente y un anticuerpo anti-PD-1 descrito en el presente, por ejemplo, la cantidad eficaz del
anticuerpo anti-CTLA-4 en esa combinacién terapéutica puede ser menor, igual 0 mas alta que
las cantidades eficaces del anticuerpo anti-CTLA-4 administrado aisladamente y/o la cantidad

eficaz del anticuerpo anti-PD-1 en esta combinacion terapéutica puede ser menor, igual 0 méas
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alta que las cantidades eficaces del anticuerpo anti-PD-1 administrado aisladamente. En algunas
realizaciones, la cantidad eficaz del anticuerpo anti-CTLA-4 en esta combinacion terapéutica es
méas baja que la cantidad eficaz del anticuerpo anti-CTLA-4 administrado aisladamente. En
algunas realizaciones, la cantidad eficaz del anticuerpo anti-PD-1 en esta combinacion
terapéutica es mas baja que la cantidad eficaz del anticuerpo anti-PD-1 administrado
aisladamente. En algunas realizaciones, la cantidad eficaz del anticuerpo anti-CTLA-4 en esa
combinacion terapéutica es menor que la cantidad eficaz del anticuerpo anti-CTLA-4
administrado aisladamente y la cantidad eficaz del anticuerpo anti-PD-1 en esta combinacion
terapéutica es menor que las cantidades eficaces del anticuerpo anti-PD-1 administrado
aisladamente.

[00374] En algunas realizaciones, la combinacién terapéutica comprende un anticuerpo anti-
CTLA-4 descrito en el presente administrado en primera frecuencia y un anticuerpo anti-PD1
descrito en el presente administrado en segunda frecuencia. La primera y la segunda frecuencia
pueden seleccionarse independientemente una vez por semana, a cada dos semanas, a cada tres
semanas, a cada cuatro semanas, a cada seis semanas, a cada ocho semanas, a cada doce
semanas, una vez al mes, a cada dos meses, a cada tres meses, a cada cuatro meses, a cada cinco
meses, a cada seis meses, a cada ocho meses y una vez al afio. En algunas realizaciones, la
primera y la segunda frecuencia son idénticas. En algunas realizaciones, la primera y la segunda
frecuencia son distintas. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 descrito es
administrado a cada tres semanas y el anticuerpo anti-PD-1 es administrado a cada dos semanas.

[00375] El anticuerpo anti-CTLA-4 y el anticuerpo anti-PD-1 en una combinacion terapéutica
pueden administrarse simultdneamente o secuencialmente. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-CTLA-4 y el anticuerpo anti-PD-1 son administrados simultaneamente. En
algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 y el anticuerpo anti-PD-1 son administrados en
la misma composicion farmacéutica (por ejemplo, suministrados como una composicién
farmacéutica o suministrados como composiciones farmacéuticas separadas y misturados total o
parcialmente antes o después de la administracion). En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-
CTLA-4 y el anticuerpo anti-PD-1 son administrados secuencialmente. En algunas realizaciones,
el anticuerpo anti-CTLA-4 y el anticuerpo anti-PD-1 son administrados en composiciones
farmacéuticas separadas, en que el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado después (por

ejemplo, cerca de 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 10 dias 0 14 dias después) de
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la administracion del anticuerpo anti-PD-1. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4
y el anticuerpo anti-PD-1 son administrados en composiciones farmacéuticas separadas, en que
el anticuerpo anti-PD-1 es administrado después (por ejemplo, cerca de 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4
dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 10 dias 6 14 dias después) de la administracion del anticuerpo anti-
CTLA-4.

[00376] En algunas realizaciones, la combinacion terapéutica comprende un anticuerpo anti-
CTLA-4 descrito en el presente y administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a cada seis
semanas y un anticuerpo anti-PD-1 descrito en el presente y administrado (por ejemplo, por via
intravenosa) a cada cerca de dos semanas. En algunas realizaciones, la combinacién terapéutica
comprende un anticuerpo anti-CTLA-4 descrito en el presente y administrado (por ejemplo, por
via intravenosa) a cada seis semanas y un anticuerpo anti-PD-1 descrito en el presente y
administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a cada cerca de dos semanas. En algunas
realizaciones, la combinacion terapéutica comprende un anticuerpo anti-CTLA-4 descrito en el
presente y administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a cada seis semanas y un anticuerpo
anti-PD-1 descrito en el presente y administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a cada cerca
de tres semanas. En algunas realizaciones, la combinacién terapéutica comprende un anticuerpo
anti-CTLA-4 descrito en el presente y administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a cada
seis semanas y un anticuerpo anti-PD-1 descrito en el presente y administrado (por ejemplo, por
via intravenosa) a cada tres semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es
administrado el mismo dia del anticuerpo anti-PD-1. En algunas realizaciones, cada
administracién del anticuerpo anti-CTLA-4 es conducida el mismo dia del anticuerpo anti-PD-1.
En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado hasta 30 minutos o una
hora luego del término de la administracion del anticuerpo anti-PD-1.

[00377] En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado a 0,01 mg/kg o
cerca de 0,01 mg/kg y el anticuerpo anti-PD-1 es administrado a 0,01 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,1
mg/kg, 0,3 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg, 6 mg/kg, 10 mg/kg, cerca de 0,1 mg/kg, cerca de 0,3
mg/kg, cerca de 1 mg/kg, cerca de 3 mg/kg, cerca de 6 mg/kg o cerca de 10 mg/kg,
opcionalmente a cada una, dos o tres semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-
CTLA-4 es administrado a 0,03 mg/kg o cerca de 0,03 mg/kg y el anticuerpo anti-PD-1 es
administrado a 0,01 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg, 6 mg/kg, 10
mg/kg, cerca de 0,1 mg/kg, cerca de 0,3 mg/kg, cerca de 1 mg/kg, cerca de 3 mg/kg, cerca de 6
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mg/kg o cerca de 10 mg/kg, opcionalmente a cada una, dos o tres semanas. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado a 0,1 mg/kg o cerca de 0,1 mg/kg y el
anticuerpo anti-PD-1 es administrado a 0,01 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg, 1 mg/Kkg,
3 mg/kg, 6 mg/kg, 10 mg/kg, cerca de 0,1 mg/kg, cerca de 0,3 mg/kg, cerca de 1 mg/kg, cerca de
3 mg/kg, cerca de 6 mg/kg o cerca de 10 mg/kg, opcionalmente a cada una, dos o tres semanas.
En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado a 0,3 mg/kg o cerca de 0,3
mg/kg y el anticuerpo anti-PD-1 es administrado a 0,01 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,3
mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg, 6 mg/kg, 10 mg/kg, cerca de 0,1 mg/kg, cerca de 0,3 mg/kg, cerca de
1 mg/kg, cerca de 3 mg/kg, cerca de 6 mg/kg o cerca de 10 mg/kg, opcionalmente a cada una,
dos o tres semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado a 1
mg/kg o cerca de 1 mg/kg y el anticuerpo anti-PD-1 es administrado a 0,01 mg/kg, 0,03 mg/kg,
0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg, 6 mg/kg, 10 mg/kg, cerca de 0,1 mg/kg, cerca de 0,3
mg/kg, cerca de 1 mg/kg, cerca de 3 mg/kg, cerca de 6 mg/kg o cerca de 10 mg/kg,
opcionalmente a cada una, dos o tres semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-
CTLA-4 es administrado a 3 mg/kg o cerca de 3 mg/kg y el anticuerpo anti-PD-1 es
administrado a 0,01 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg, 6 mg/kg, 10
mg/kg, cerca de 0,1 mg/kg, cerca de 0,3 mg/kg, cerca de 1 mg/kg, cerca de 3 mg/kg, cerca de 6
mg/kg ou cerca de 10 mg/kg, opcionalmente a cada una, dos o tres semanas. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado a 6 mg/kg o cerca de 6 mg/kg y el
anticuerpo anti-PD-1 es administrado a 0,01 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg, 1 mg/kg,
3 mg/kg, 6 mg/kg, 10 mg/kg, cerca de 0,1 mg/kg, cerca de 0,3 mg/kg, cerca de 1 mg/kg, cerca de
3 mg/kg, cerca de 6 mg/kg o cerca de 10 mg/kg, opcionalmente a cada una, dos o tres semanas.
En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado a 10 mg/kg o cerca de 10
mg/kg y el anticuerpo anti-PD-1 es administrado a 0,01 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,3
mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg, 6 mg/kg, 10 mg/kg, cerca de 0,1 mg/kg, cerca de 0,3 mg/kg, cerca de
1 mg/kg, cerca de 3 mg/kg, cerca de 6 mg/kg o cerca de 10 mg/kg, opcionalmente a cada una,
dos o tres semanas. El anticuerpo anti-CTLA-4 y el anticuerpo anti-PD-1 pueden administrarse
simultaneamente o secuencialmente por la misma via de administracion o por vias distintas (por
ejemplo, segun lo descrito en el presente). En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 y
el anticuerpo anti-PD-1 son administrados simultineamente por inyeccion intravenosa (por

ejemplo, infusion intravenosa). En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 y el
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anticuerpo anti-PD-1 son ambos administrados secuencialmente por inyeccion intravenosa (por
ejemplo, infusion intravenosa). En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es
administrado por via intravenosa a 0,1 mg/kg y el anticuerpo anti-PD-1 es administrado por via
intravenosa a 3 mg/kg, opcionalmente a cada una, dos o tres semanas. En algunas realizaciones,
el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado a cada tres semanas y el anticuerpo anti-PD-1 es
administrado a cada dos semanas.

[00378] En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo,
por via intravenosa) a cerca de 0,3 mg/kg 6 1 mg/kg y el anticuerpo anti-PD-1 es administrado
(por ejemplo, por via intravenosa) a cerca de 1 mg/kg, 3 mg/kg, 6 mg/kg 6 10 mg/kg. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a
cerca de 0,3 mg/kg y el anticuerpo anti-PD-1 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa)
a cerca de 1 mg/kg. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por
ejemplo, por via intravenosa) a cerca de 1 mg/kg y el anticuerpo anti-PD-1 es administrado (por
ejemplo, por via intravenosa) a cerca de 1 mg/kg. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-
CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a cerca de 1 mg/kg y el anticuerpo
anti-PD-1 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a cerca de 3 mg/kg. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a
cerca de 1 mg/kg y el anticuerpo anti-PD-1 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a
cerca de 6 mg/kg. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por
ejemplo, por via intravenosa) a 0,3 mg/kg 6 1 mg/kg y el anticuerpo anti-PD-1 es administrado
(por ejemplo, por via intravenosa) a 1 mg/kg 6 3 mg/kg. En algunas realizaciones, el anticuerpo
anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a 0,3 mg/kg y el anticuerpo anti-
PD-1 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a 1 mg/kg. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a 1 mg/kg y el
anticuerpo anti-PD-1 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a 1 mg/kg. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a 1
mg/kg y el anticuerpo anti-PD-1 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a 3 mg/kg.
En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via
intravenosa) a 1 mg/kg y el anticuerpo anti-PD-1 es administrado (por ejemplo, por via
intravenosa) a 6 mg/kg. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado el

mismo dia del anticuerpo anti-PD-1. En algunas realizaciones, cada administracion del
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anticuerpo anti-CTLA-4 es conducida el mismo dia del anticuerpo anti-PD-1. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado hasta 30 minutos o una hora luego del
término de la administracion del anticuerpo anti-PD-1.

[00379] En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4, por ejemplo AGEN1884 (1gG,)
y el anticuerpo anti-PD-1, por ejemplo AGEN2034 (IgG,4 S228P) son administrados en la dosis y
frecuencia exhibidas en una sola linea de la Tabla 13 abajo. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-CTLA-4, por ejemplo AGEN1884 (1gG;) vy el anticuerpo anti-PD-1, por ejemplo
AGEN2034 (1gG4 S228P) son administrados en cerca de la dosis y frecuencia exhibidas en una
sola linea de la Tabla 13 abajo. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4, por
ejemplo AGEN1884 (IgG;) vy el anticuerpo anti-PD-1, por ejemplo AGEN2034 (IgG4 S228P)
son administrados en la dosis y cerca de la frecuencia exhibidas en una sola linea de la Tabla 13
abajo. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4, por ejemplo AGEN1884 (IgG,) vy el
anticuerpo anti-PD-1, por ejemplo AGEN2034 (IgG, S228P) son administrados en cerca de la
dosis y cerca de la frecuencia exhibidas en una sola linea de la Tabla 13 abajo. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a
cerca de 0,3 mg/kg 6 1 mg/kg cada cerca de seis semanas y el anticuerpo anti-PD-1 es
administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a cerca de 1 mg/kg, 3 mg/kg, 6 mg/kg 6 10
mg/kg cada cerca de dos semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es
administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a cerca de 0,3 mg/kg 6 1 mg/kg cada cerca de
seis semanas Yy el anticuerpo anti-PD-1 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a
cerca de 1 mg/kg, 3 mg/kg, 6 mg/kg 6 10 mg/kg cada cerca de tres semanas. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a
cerca de 0,3 mg/kg cada cerca de seis semanas Yy el anticuerpo anti-PD-1 es administrado (por
ejemplo, por via intravenosa) a cerca de 1 mg/kg cada cerca de dos semanas. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a
cerca de 1 mg/kg cada cerca de seis semanas Yy el anticuerpo anti-PD-1 es administrado (por
ejemplo, por via intravenosa) a cerca de 1 mg/kg cada cerca de dos semanas. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a
cerca de 1 mg/kg cada cerca de seis semanas y el anticuerpo anti-PD-1 es administrado (por
ejemplo, por via intravenosa) a cerca de 3 mg/kg cada cerca de dos semanas. En algunas

realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a
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cerca de 1 mg/kg cada cerca de seis semanas y el anticuerpo anti-PD-1 es administrado (por
ejemplo, por via intravenosa) a cerca de 6 mg/kg cada cerca de tres semanas. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a
0,3 mg/kg 6 1 mg/kg cada seis semanas y el anticuerpo anti-PD-1 es administrado (por ejemplo,
por via intravenosa) a 1 mg/kg 6 3 mg/kg cada dos semanas. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a 0,3 mg/kg cada
seis semanas Yy el anticuerpo anti-PD-1 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a 1
mg/kg cada dos semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado
(por ejemplo, por via intravenosa) a 1 mg/kg cada seis semanas y el anticuerpo anti-PD-1 es
administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a 1 mg/kg cada cerca de dos semanas. En
algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via
intravenosa) a 1 mg/kg cada seis semanas y el anticuerpo anti-PD-1 es administrado (por
ejemplo, por via intravenosa) a 3 mg/kg cada dos semanas. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a 1 mg/kg cada cerca
de seis semanas y el anticuerpo anti-PD-1 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a 6
mg/kg cada cerca de tres semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es
administrado (por ejemplo, por via intravenosa) el mismo dia del anticuerpo anti-PD-1. En
algunas realizaciones, cada administracion del anticuerpo anti-CTLA-4 es conducida el mismo
dia del anticuerpo anti-PD-1. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es
administrado hasta 30 minutos o una hora luego del término de la administracion del anticuerpo
anti-PD-1. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado el mismo dia del
anticuerpo anti-PD-1. En algunas realizaciones, cada administracion del anticuerpo anti-CTLA-4
es conducida el mismo dia del anticuerpo anti-PD-1. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-
CTLA-4 es administrado hasta 30 minutos o una hora luego del término de la administracion del
anticuerpo anti-PD-1. En algunas realizaciones, la combinacién terapéutica es administrada a
pacientes por al menos 3, 6, 9, 12, 18 6 24 meses. En algunas realizaciones, la combinacion

terapéutica es administrada a pacientes por al menos 3, 6, 9, 12, 18 6 24 meses.
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Tabla 13. Dosis y frecuencia de administracion de un anticuerpo anti-CTLA-4 y un anticuerpo

anti-PD-1 en combinacion:

Anticuerpo anti-CTLA-4

Anticuerpo Anti-PD-1

Dosis (mg/kg) Frecuencia Dosis (mg/kQg) Frecuencia
0.3 cada 4 semanas 1 cada 2 semanas
0.3 cada 4 semanas 1 cada 3 semanas
0.3 cada 4 semanas 3 cada 2 semanas
0.3 cada 4 semanas 3 cada 3 semanas
0.3 cada 4 semanas 6 cada 2 semanas
0.3 cada 4 semanas 6 cada 3 semanas
0.3 cada 4 semanas 10 cada 2 semanas
0.3 cada 4 semanas 10 cada 3 semanas
0.3 cada 6 semanas 1 cada 2 semanas
0.3 cada 6 semanas 1 cada 3 semanas
0.3 cada 6 semanas 3 cada 2 semanas
0.3 cada 6 semanas 3 cada 3 semanas
0.3 cada 6 semanas 6 cada 2 semanas
0.3 cada 6 semanas 6 cada 3 semanas
0.3 cada 6 semanas 10 cada 2 semanas
0.3 cada 6 semanas 10 cada 3 semanas
0.3 cada 12 semanas 1 cada 2 semanas
0.3 cada 12 semanas 1 cada 3 semanas
0.3 cada 12 semanas 3 cada 2 semanas
0.3 cada 12 semanas 3 cada 3 semanas
0.3 cada 12 semanas 6 cada 2 semanas
0.3 cada 12 semanas 6 cada 3 semanas
0.3 cada 12 semanas 10 cada 2 semanas
0.3 cada 12 semanas 10 cada 3 semanas

1 cada 4 semanas 1 cada 2 semanas
1 cada 4 semanas 1 cada 3 semanas
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Anticuerpo anti-CTLA-4

Anticuerpo Anti-PD-1

Dosis (mg/kQg)

Frecuencia

Dosis (mg/kg)

Frecuencia

cada 4 semanas

3

cada 2 semanas

cada 4 semanas

3

cada 3 semanas

cada 4 semanas

6

cada 2 semanas

cada 4 semanas

cada 3 semanas

cada 4 semanas

cada 2 semanas

cada 4 semanas

cada 3 semanas

cada 6 semanas

cada 2 semanas

cada 6 semanas

cada 3 semanas

cada 6 semanas

cada 2 semanas

cada 6 semanas

cada 3 semanas

cada 6 semanas

cada 2 semanas

cada 6 semanas

cada 3 semanas

cada 6 semanas

cada 2 semanas

cada 6 semanas

cada 3 semanas

cada 12 semanas

cada 2 semanas

cada 12 semanas

cada 3 semanas

cada 12 semanas

cada 2 semanas

cada 12 semanas

cada 3 semanas

cada 12 semanas

cada 2 semanas

cada 12 semanas

cada 3 semanas

cada 12 semanas

cada 2 semanas

cada 12 semanas

cada 3 semanas

cada 4 semanas

cada 2 semanas

cada 4 semanas

cada 3 semanas

cada 4 semanas

cada 2 semanas

cada 4 semanas

cada 3 semanas

cada 4 semanas

cada 2 semanas

W W W w w W R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R Rk e

cada 4 semanas

cada 3 semanas
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Anticuerpo anti-CTLA-4 Anticuerpo Anti-PD-1
Dosis (mg/kQg) Frecuencia Dosis (mg/kg) Frecuencia
3 cada 4 semanas 10 cada 2 semanas
3 cada 4 semanas 10 cada 3 semanas
3 cada 6 semanas 1 cada 2 semanas
3 cada 6 semanas 1 cada 3 semanas
3 cada 6 semanas 3 cada 2 semanas
3 cada 6 semanas 3 cada 3 semanas
3 cada 6 semanas 6 cada 2 semanas
3 cada 6 semanas 6 cada 3 semanas
3 cada 6 semanas 10 cada 2 semanas
3 cada 6 semanas 10 cada 3 semanas
3 cada 12 semanas 1 cada 2 semanas
3 cada 12 semanas 1 cada 3 semanas
3 cada 12 semanas 3 cada 2 semanas
3 cada 12 semanas 3 cada 3 semanas
3 cada 12 semanas 6 cada 2 semanas
3 cada 12 semanas 6 cada 3 semanas
3 cada 12 semanas 10 cada 2 semanas
3 cada 12 semanas 10 cada 3 semanas
[00380] En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4, por ejemplo, AGEN1884

(1gGy), es administrado, opcionalmente como monoterapia, en la dosis y frecuencia exhibidas en
una sola linea de la Tabla 13. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4, como, por
ejemplo, AGEN1884 (1gG,), es administrado, opcionalmente como monoterapia, en cerca de la
dosis y frecuencia exhibidas en una sola linea de la Tabla 13. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-CTLA-4, como, por ejemplo, AGEN1884 (IgGl), es administrado,
opcionalmente como monoterapia, en la dosis y cerca de la frecuencia exhibidas en una sola
linea de la Tabla 13. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4, como, por ejemplo,
AGEN1884 (IgG1), es administrado, opcionalmente como monoterapia, en cerca de la dosis y

cerca de la frecuencia exhibidas en una sola linea de la Tabla 13. En algunas realizaciones, el
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anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa), opcionalmente
como monoterapia, a cerca de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg 6 3 mg/kg cada cerca de cuatro semanas. En
algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via
intravenosa), opcionalmente como monoterapia, a cerca de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg 6 3 mg/kg cada
cerca de seis semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por
ejemplo, por via intravenosa), opcionalmente como monoterapia, a cerca de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg
6 3 mg/kg cada cerca de doce semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es
administrado (por ejemplo, por via intravenosa), opcionalmente como monoterapia, a 0,3 mg/kg,
1 mg/kg 6 3 mg/kg cada cuatro semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es
administrado (por ejemplo, por via intravenosa), opcionalmente como monoterapia, a 0,3 mg/kg,
1 mg/kg 6 3 mg/kg cada seis semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es
administrado (por ejemplo, por via intravenosa), opcionalmente como monoterapia, a 0,3 mg/kg,
1 mg/kg 6 3 mg/kg cada doce semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es
administrado a pacientes por al menos 3, 6, 9, 12, 18 6 24 meses. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado a pacientes por al menos 3, 6, 9, 12, 18 6 24 meses.

[00381] En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4, por ejemplo, AGEN18384
(1gG1), es administrado en la dosis y frecuencia exhibidas en una sola linea de la Tabla 13, en
combinacion con pembrolizumab administrado a 200 mg cada tres semanas. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4, por ejemplo, AGEN1884 (1gG;), es administrado en la
dosis y frecuencia exhibidas en una sola linea de la Tabla 13, en combinacién con
pembrolizumab administrado a cerca de 200 mg cada tres semanas. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-CTLA-4, como, por ejemplo, AGEN1884 (IgG;), es administrado en la dosis y
cerca de la frecuencia exhibidas en una sola linea de la Tabla 13, en combinacion con
pembrolizumab administrado a 200 mg cada cerca de tres semanas. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-CTLA-4, como, por ejemplo, AGEN1884 (IgG;), es administrado en cerca de la
dosis y cerca de la frecuencia exhibidas en una sola linea de la Tabla 13, en combinacién con
pembrolizumab administrado a cerca de 200 mg cada cerca de tres semanas. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a
cerca de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg 6 3 mg/kg cada cerca de cuatro semanas, en combinacion con
pembrolizumab administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a cerca de 200 mg cada cerca de

tres semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo,

188



por via intravenosa) a cerca de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg 6 3 mg/kg cada cerca de seis semanas, en
combinacion con pembrolizumab administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a cerca de 200
mg cada cerca de tres semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es
administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a cerca de 0,3 mg/kg, 1 mg/kg 6 3 mg/kg cada
cerca de doce semanas, en combinacion con pembrolizumab administrado (por ejemplo, por via
intravenosa) a cerca de 200 mg cada cerca de tres semanas. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a 0,3 mg/kg, 1 mg/kg
6 3 mg/kg cada cerca de cuatro semanas, en combinacion con pembrolizumab administrado (por
ejemplo, por via intravenosa) a 200 mg cada tres semanas. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a 0,3 mg/kg, 1 mg/kg
0 3 mg/kg cada seis semanas, en combinacion con pembrolizumab administrado (por ejemplo,
por via intravenosa) a 200 mg cada tres semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-
CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a 0,3 mg/kg, 1 mg/kg 6 3 mg/kg
cada doce semanas, en combinacion con pembrolizumab administrado (por ejemplo, por via
intravenosa) a 200 mg cada tres semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 y
pembrolizumab son administrados a pacientes por al menos 3, 6, 9, 12, 18 6 24 meses. En
algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 y pembrolizumab son administrados a
pacientes por al menos 3, 6, 9, 12, 18 ¢ 24 meses.

[00382] En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1, por ejemplo, AGEN2034 (1gG4
S228P), es administrado, opcionalmente como monoterapia, en la dosis y la frecuencia exhibidas
en una sola linea de la Tabla 13. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1, por ejemplo,
AGEN2034 (IgG4 S228P), es administrado, opcionalmente como monoterapia, en cerca de la
dosis y la frecuencia exhibidas en una sola linea de la Tabla 13. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-PD-1, por ejemplo, AGEN2034 (1gG, S228P), es administrado, opcionalmente
como monoterapia, en la dosis y cerca de la frecuencia exhibidas en una sola linea de la Tabla
13. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1, por ejemplo, AGEN2034 (IgG4 S228P), es
administrado, opcionalmente como monoterapia, en cerca de la dosis y cerca de la frecuencia
exhibidas en una sola linea de la Tabla 13. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es
administrado (por ejemplo, por via intravenosa), opcionalmente como monoterapia, a cerca de 1
mg/kg, 3 mg/kg, 6 mg/kg 6 10 mg/kg cada cerca de dos semanas. En algunas realizaciones, el

anticuerpo anti-PD-1 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa), opcionalmente como
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monoterapia, a cerca de 1 mg/kg, 3 mg/kg, 6 mg/kg 6 10 mg/kg cada cerca de tres semanas. En
algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es administrado (por ejemplo, por via
intravenosa), opcionalmente como monoterapia, a 1 mg/kg, 3 mg/kg, 6 mg/kg 6 10 mg/kg cada
dos semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es administrado (por ejemplo,
por via intravenosa), opcionalmente como monoterapia, a 1 mg/kg, 3 mg/kg, 6 mg/kg ¢ 10
mg/kg cada tres semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es administrado a
pacientes por al menos 3, 6, 9, 12, 18 6 24 meses. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-
PD-1 es administrado a pacientes por al menos 3, 6, 9, 12, 18 6 24 meses.

[00383] En algunas realizaciones, la presente invencion suministra un metodo de tratamiento
de pacientes portadores de angiosarcoma, en que el método comprende la administracion al
paciente (por ejemplo, por via intravenosa, intratumoral o subcutanea) de cantidad eficaz de una
combinacion terapéutica y/o anticuerpo multiespecifico segun la presente invencion. En algunas
realizaciones, el paciente recibe la administracion de una combinacion terapéutica que
comprende un anticuerpo anti-CTLA-4 descrito en el presente y un anticuerpo anti-PD-1 descrito
en el presente. En algunas realizaciones, la cantidad eficaz del anticuerpo anti-CTLA-4 en esta
combinacion terapéutica es mas baja que la cantidad eficaz del anticuerpo anti-CTLA-4
administrado aisladamente. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es administrado
(por ejemplo, por via intravenosa, intratumoral o subcutanea) a 0,1 mg/kg y el anticuerpo anti-
PD-1 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa, intratumoral o subcutanea) a 0,01
mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg, 6 mg/kg, 10 mg/kg, cerca de 0,1
mg/kg, cerca de 0,3 mg/kg, cerca de 1 mg/kg, cerca de 3 mg/kg, cerca de 6 mg/kg o cerca de 10
mg/kg, opcionalmente a cada una, dos o tres semanas. En algunas realizaciones, el anticuerpo
anti-CTLA-4 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a 0,1 mg/kg y el anticuerpo anti-
PD-1 es administrado (por ejemplo, por via intravenosa) a 3 mg/kg, opcionalmente cada una, dos
0 tres semanas.

6.5  Produccion de anticuerpos:

[00384] Los anticuerpos, incluyendo los anticuerpos monoespecificos o multiespecificos (por
ejemplo, biespecificos), que se ligan especificamente a CTLA-4 y/o PD-1 (por ejemplo, CTLA-4
y/o PD-1 humano), pueden producirse por cualquier método conocido en la materia para la
sintesis de anticuerpos, por ejemplo, por sintesis quimica o0 métodos de expresion recombinante.

Los métodos descritos en el presente emplean, al menos que indicado en contrario, métodos
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convencionales de biologia molecular, microbiologia, analisis genética, DNA recombinante,
quimica organica, bioquimica, PCR, sintesis y modificacion de oligonucleotideos, hibridacion de
acidos nucleicos y campos relacionados en el conocimiento de la materia. Dichos métodos se
describen, por ejemplo, en las referencias mencionadas en el presente y son totalmente
explanados en la literatura. Véase, por ejemplo, Maniatis, T. et al (1982), Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press; Sambrook, J. et al (1989), Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press;
Sambrook, J. et al (2001), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY; Ausubel, F. M. et al, Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons (1987 y actualizaciones anuales); Current Protocols in
Immunology, John Wiley & Sons (1987 y actualizaciones anuales), Gait (ed.) (1984),
Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, IRL Press; Eckstein (ed.) (1991),
Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach, IRL Press; Birren, B. et al (eds.) (1999),
Genome Analysis: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press.

[00385] En una realizacion especifica, un anticuerpo descrito en el presente es un anticuerpo
(por ejemplo, un anticuerpo recombinante) preparado, expreso, creado o aislado por cualquier
medio que incluya la creacién, por ejemplo, por medio de sintesis o0 ingenieria genética de
secuencias de DNA. En algunas realizaciones, dicho anticuerpo comprende secuencias (por
ejemplo, secuencias de DNA 0 secuencias de aminoacidos) que no existen naturalmente en el
repertorio de linea germinal de anticuerpo de animales o mamiferos (por ejemplo, humanos) in
Vivo.

[00386] En un cierto aspecto, se suministra en el presente un método de preparacion de
anticuerpos que se ligan especificamente a CTLA-4 y/o PD-1 (incluyendo, por ejemplo,
anticuerpos monoespecificos o multiespecificos que se ligan a CTLA-4 humano y/o PD-1
humano) que comprenden el cultivo de una célula o célula hospedadora descrita en el presente.
En un cierto aspecto, se suministra en el presente un método de preparacion de anticuerpos que
se ligan especificamente a CTLA-4 y/o PD-1 (incluyendo, por ejemplo, anticuerpos
monoespecificos o multiespecificos que se ligan a CTLA-4 y/o PD-1 humano) que comprenden
la expresion (por ejemplo, la expresion recombinante) del anticuerpo utilizando una célula o
célula hospedadora descrita en el presente (por ejemplo, una célula o célula hospedadora que

comprende polinucleotideos que codifican un anticuerpo descrito en el presente). En una
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realizacion especifica, la célula es una celula aislada. En una realizacion especifica, los
polinucleotideos exdgenos se han introducido en la célula. En una realizacion especifica, el
método comprende adicionalmente la etapa de purificacion del anticuerpo obtenido de la célula o
la célula hospedadora.

[00387] Los métodos de produccién de anticuerpos policlonales son conocidos en la técnica
(véase, por ejemplo, el Capitulo 11 en: Short Protocols in Molecular Biology (2002), quinta
edicion, Ausubel, F. M. et al, eds., John Wiley & Sons, Nueva York).

[00388] Los anticuerpos monoclonales pueden prepararse utilizando amplia variedad de
métodos conocidos en la materia, incluyendo el uso de tecnologias de hibridoma, recombinantes
y de exhibicion de fago, o una de sus combinaciones. Los anticuerpos monoclonales pueden
producirse, por ejemplo, utilizando métodos de hibridoma que incluyen los conocidos en la
técnica y ensefiados, por ejemplo, en Harlow, E. & Lane, D., Antibodies: A Laboratory Manual
(Cold Spring Harbor Laboratory Press, segunda edicion, 1988); Hammerling, G. J. et al, en:
Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 563 681 (Elsevier, NY, 1981). La expresion
“anticuerpo monoclonal”, segtn lo utilizado en el presente, no se limita a anticuerpos producidos
por medio de tecnologia de hibridoma. Los anticuerpos monoclonales pueden producirse en
forma recombinante, por ejemplo, desde células hospedadoras que expresan en forma exdgena
un anticuerpo descrito en el presente.

[00389] En realizaciones especificas, “anticuerpo monoclonal”, segiin lo utilizado en el
presente, es un anticuerpo producido por una sola célula (por ejemplo, hibridoma o célula
hospedadora productora de un anticuerpo recombinante), en que el anticuerpo se liga
especificamente a CTLA-4 y/o PD-1 (incluyendo, por ejemplo, anticuerpos monoespecificos o
multiespecificos que se ligan a CTLA-4 y/o PD-1 humano) segln lo determinado, por ejemplo,
por ELISA u otro ensayo de ligacion competitiva o de ligacién de antigenos conocido en la
materia 0 en los Ejemplos suministrados en el presente. En realizaciones especificas, un
anticuerpo monoclonal puede ser un anticuerpo quimérico o un anticuerpo humanizado. En
algunas realizaciones, un anticuerpo monoclonal es un anticuerpo monovalente o un anticuerpo
multivalente (por ejemplo, bivalente). En algunas realizaciones, un anticuerpo monoclonal puede
ser un fragmento de Fab o un fragmento de F(ab’),. Los anticuerpos monoclonales descritos en el
presente pueden prepararse, por ejemplo, por medio del método de hibridoma descrito en Kohler,

G. & Milstein, C. (1975), Nature 256: 495 o pueden, por ejemplo, ser aislados de bibliotecas de
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fago utilizando los métodos descritos en el presente, por ejemplo. Otros métodos de preparacion
de lineas celulares clonales y anticuerpos monoclonales por ellos expresados son bien conocidos
en la materia (véase, por ejemplo, el Capitulo 11 en: Short Protocols in Molecular Biology
(2002), quinta edicién, Ausubel, F. M. et al, arriba).

[00390] Los métodos de produccion y seleccién de anticuerpos especificos utilizando la
tecnologia de hibridomas son rutineros y bien conocidos en la materia. En el método de
hibridoma, por ejemplo, una rata u otro animal hospedador apropiado, como carneros, cabras,
conejos, ratones, hamsters 0 monos, es inmunizado para generar linfocitos que producen o son
capaces de producir anticuerpos que se ligaran especificamente a la proteina (por ejemplo,
CTLA-4 6 PD-1 (por ejemplo, CTLA-4 6 PD-1)) utilizados para la inmunizacion.
Alternativamente, los linfocitos pueden inmunizarse in vitro. Los linfocitos son fundidos con
células de mieloma que utilizan un agente de fusién apropiado, tal como polietileno glicol, para
formar una célula de hibridoma (Goding, J. W. (Ed.), Monoclonal Antibodies: Principles and
Practice, pags. 59-103 (Academic Press, 1986)). Adicionalmente, un método RIMMS
(inmunizacion repetitiva de multiples locales) puede utilizarse para inmunizar el animal
(Kilpatrick, K. E. et al (1997), Hybridoma 16: 381-9, integralmente incorporado al presente por
referencia).

[00391] En algunas realizaciones, ratas (u otros animales, como ratones, monos, asnos,
cerdos, carneros, hamster o perros) pueden inmunizarse con un antigeno (por ejemplo, CTLA-4 6
PD-1 (por ejemplo, CTLA-4 6 PD-1 humano)) vy, al detectarse una reaccién humana, por
ejemplo, anticuerpos especificos para el antigeno son detectados en el suero de ratas, el bazo de
la rata es cosechado y los esplendcitos son aislados. Los esplendcitos son fundidos por métodos
bien conocidos a cualesquier células de mieloma apropiadas, como células de la linea celular
SP20 disponible por la Coleccién Norteamericana de Cultivos de Tipos (ATCC®) (Manassas
VA) para formar hibridomas. Los hibridomas son seleccionados y clonados por dilucion
limitada. En algunas realizaciones, los nddulos linfaticos de las ratas inmunizadas son
cosechados y fundidos con células de mieloma NSO.

[00392] Las células de hibridoma preparadas de esta forma son sembradas y cultivadas en un
medio de cultivo apropiado que contiene opcionalmente una 0 mas substancias que inhiben el
crecimiento o la sobrevivencia de las células de mieloma parental no fundidas. Si las células de

mieloma parental no poseen la enzima hipoxantina guanina fosforibosil transferase (HGPRT o
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HPRT), por ejemplo, el medio de cultivo para los hibridomas tipicamente incluird hipoxantina,
aminopterina y timidina (medio HAT), substancias que evitan el crecimiento de células con
deficiencia de HGPRT.

[00393] Realizaciones especificas emplean células de mieloma que se funden con eficiencia,
sustentan la produccion estable en alto nivel de anticuerpo por las células productoras de
anticuerpos seleccionadas y son sensibles a medios como el medio HAT. Entre esas lineas
celulares de mieloma, se encuentran lineas de mieloma murino, como la linea celular NSO o las
derivadas de tumores de ratas MOPC-21 y MPC-11 disponibles por el Centro de Distribucion
Celular del Instituto Salk, San Diego CA, Estados Unidos, y células SP-2 o X63-Ag8.653
disponibles por medio de la Coleccion Norteamericana de Cultivo de Tipos, Rockville MD,
Estados Unidos. Las lineas celulares de heteromieloma humano/de ratas y mieloma humano se
han descrito para la produccion de anticuerpos monoclonales humanos (Kozbor, D. (1984), J.
Immunol. 133: 3001-5; Brodeur et al, Monoclonal Antibody Production Techniques and
Applications, pags. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nova York, 1987)).

[00394] EI medio de cultivo en el cual crecen las células de hibridoma es analizado para
determinar la produccion de anticuerpos monoclonales dirigidos contra CTLA-4 y/o PD-1 (por
ejemplo, CTLA-4 y/o PD-1 humano). La especificidad de ligacion de anticuerpos monoclonales
producidos por células de hibridoma se determina por métodos conocidos en la técnica, por
ejemplo, inmunoprecipitacion o un ensayo de ligacion in vitro, como radioinmunoensayo (RIA)
0 ensayo inmunoabsorbente ligado por enzimas (ELISA).

[00395] Luego de la identificacidn de células de hibridoma que producen anticuerpos con la
especificidad, afinidad y/o actividad deseada, los clones pueden subclonarse limitdndose los
procedimientos de dilucion y cultivarse por métodos estandar (Goding, J. W. (Ed.), Monoclonal
Antibodies: Principles and Practice, arriba). Medios de cultivo apropiados para este proposito
incluyen, por ejemplo, medio D-MEM o RPMI 1640. Adicionalmente, las células de hibridoma
pueden cultivarse in vivo como tumores de ascitis en animales.

[00396] Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones son adecuadamente
separados del medio de cultivo, fluido de ascitis o suero por procedimientos de purificacion de
inmunoglobulina convencionales, como, por ejemplo, proteina A-Sepharose, cromatografia de
hidroxilapatita, electroforesis de gel, dialisis o cromatografia de afinidad.

[00397] Los anticuerpos descritos en el presente pueden generarse por cualquier meétodo
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conocido por los expertos en la materia. Los fragmentos de Fab y F(ab’), descritos en el
presente, por ejemplo, pueden producirse por division proteolitica de moléculas de
inmunoglobulina, utilizando enzimas como papaina (para producir fragmentos de Fab) o pepsina
(para producir fragmentos de F(ab’);). Un fragmento de Fab corresponde a uno de los dos brazos
idénticos de una molécula de anticuerpo tetramérico y contiene la cadena ligera completa en
pareja con los dominios VH y CH1 de la cadena pesada. Un fragmento de F(ab”), contiene los
dos brazos de ligacion de antigeno de una molécula de anticuerpo tetramérico ligada por
ligaciones de disulfuro en la region de articulacion.

[00398] Adicionalmente, los anticuerpos o fragmentos de ligacion de antigenos descritos en el
presente pueden también generarse utilizando varios méetodos de exhibicion de fago conocidos en
la técnica. En los métodos de exhibicidn de fagos, las proteinas se exhiben sobre la superficie de
particulas de fago que conducen las secuencias de polinucleotideos que las codifican.
Particularmente, las secuencias de DNA que codifican regiones variables de cadena ligera y
pesada son amplificadas desde bibliotecas de cDNA de animales (por ejemplo, bibliotecas de
cDNA humanas o murinas de tejidos afectados). EI DNA que codifica las regiones variables de
cadena ligera y pesada es recombinado con un ligante de scFv por PCR y clonado en un vector
de fagémido. El vector es electroporado en E. coli y el E. coli es infectado con fago auxiliar. El
fago utilizado en esos métodos son tipicamente fagos filamentosos, incluyendo fd y M13, y las
regiones variables de cadena ligera y pesada son normalmente fundidas en forma recombinante
al gene Il o gene VIII de fago. El fago que expresa un anticuerpo que se liga a un antigeno
especifico puede seleccionarse o identificarse con el antigeno, utilizando, por ejemplo, antigeno
marcado o antigeno ligado o capturado a una superficie sélida o esfera. Ejemplos de métodos de
exhibicion de fago que pueden utilizarse para preparar los anticuerpos descritos en el presente
incluyen los descritos en Brinkman, U. et al (1995), J. Immunol. Methods 182: 41-50; Ames, R.
S. et al (1995), J. Immunol. Methods 184: 177-186; Kettleborough, C. A. et al (1994), Eur. J.
Immunol. 24: 952-958; Persic, L. et al (1997), Gene 187: 9-18; Burton, D. R. & Barbas, C. F.
(1994), Advan. Immunol. 57: 191-280; Pedido PCT n° PCT/GB91/001134; Patentes
Internacionales n® WO 90/02809, WO 91/10737, WO 92/01047, WO 92/18619, WO 93/11236,
WO 95/15982, WO 95/20401 y WO 97/13844; y Patentes Norteamericanas n° 5.698.426,
5.223.409, 5.403.484, 5.580.717, 5.427.908, 5.750.753, 5.821.047, 5.571.698, 5.427.908,
5.516.637, 5.780.225, 5.658.727, 5.733.743 y 5.969.108.
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[00399] Segun lo descrito en las referencias arriba, luego de la seleccion de fagos, las regiones
de codificacion de anticuerpos del fago pueden aislarse y utilizarse para generar anticuerpos,
incluyendo anticuerpos humanos, y ser expresados en cualquier hospedador deseado, incluyendo
células de mamiferos, células de insectos, células vegetales, levaduras y bacterias, por ejemplo,
segun lo descrito abajo. Los métodos de produccion recombinante de anticuerpos, como
fragmentos de Fab, Fab’ y F(ab’),, pueden también emplearse utilizando los métodos conocidos
en la materia, como los descritos en la Patente PCT n® WO 92/22324; Mullinax, R. L. et al
(1992), BioTechniques 12 (6): 864-9; Sawai, H. et al (1995), Am. J. Reprod. Immunol. 34: 26-34;
y Better, M. et al (1988), Science 240: 1041-1043.

[00400] En un aspecto, para generar anticuerpos, los primers de PCR, incluyendo secuencias
de nucledtidos de la region variable de cadena ligera o pesada, un local de restriccion y una
secuencia lateral para proteger el local de restriccion puede utilizarse para amplificar las
secuencias de region variable de cadena pesada o ligera de un modelo, por ejemplo, clones de
scFv. Utilizando los métodos de clonacion conocidos por los expertos en la materia, las regiones
variables de cadena pesada amplificadas por PCR pueden clonarse en vectores que expresan una
region constante de cadena pesada y las regiones variables de cadena ligera amplificadas por
PCR pueden clonarse en vectores que expresan una region constante de cadena ligera, como, por
ejemplo, regiones constantes capa o lambda humanas. Las regiones variables de cadena ligera y
pesada pueden también clonarse en un vector que expresa las regiones constantes necesarias. Los
vectores de conversion de cadena pesada y los vectores de conversion de cadena ligera son
cotransfectados en seguida en lineas celulares para generar lineas celulares estables o transitorias
gue expresan anticuerpos, por ejemplo, IgG, utilizando métodos conocidos por los técnicos en la
materia.

[00401] Un anticuerpo quimérico es una molécula en la cual distintas partes del anticuerpo
son derivadas de distintas moléculas de inmunoglobulina. Un anticuerpo quimérico puede, por
ejemplo, contener una region variable de un anticuerpo monoclonal de ratas o ratones fundida a
una region constante de un anticuerpo humano. Los métodos de produccion de anticuerpos
quiméricos son conocidos en la materia. Véase, por ejemplo, Morrison, S. L. (1985), Science
229: 1202-7; Oi, V. T. & Morrison, S. L. (1986), BioTechniques 4: 214-221; Gillies, S. D. et al
(1989), J. Immunol. Methods 125: 191-202; y Patentes Norteamericanas n°® 5.807.715, 4.816.567,
4.816.397 y 6.331.415.
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[00402] Un anticuerpo humanizado es capaz de ligarse a un antigeno previamente
determinado y que comprende una region de cadena principal que posee substancialmente la
secuencia de amino&cidos de una inmunoglobulina humana y CDRs que posee substancialmente
la secuencia de aminoécidos de una inmunoglobulina no humana (por ejemplo, una
inmunoglobulina murina). En realizaciones especificas, un anticuerpo humanizado también
comprende al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la
de una inmunoglobulina humana. El anticuerpo puede también incluir las regiones CH1, de
articulacion, CH2, CH3 y CH4 de la cadena pesada. Un anticuerpo humanizado puede
seleccionarse desde cualquier clase de inmunoglobulinas, incluyendo IgM, 1gG, IgD, IgA e IgE y
cualquier isotipo, incluyendo 1gG;, 1gG,, 1gGs e 1gGs. Anticuerpos humanizados pueden
producirse utilizando una serie de métodos conocidos en la materia, incluyendo, pero sin
limitacion, injerto de CDR (Patente Europea n° EP 239400; Patente Internacional n° WO
91/09967; y Patentes Norteamericanas n® 5.225.539, 5.530.101 y 5.585.089), enchapado o
rejuvenecimiento (Patentes Europeas n°® EP 592106 y EP 519596; Padlan, E. A. (1991), Mol.
Immunol. 28 (4/5): 489-498; Studnicka, G. M. et al (1994), Prot. Engineering 7 (6): 805-814; y
Roguska, M. A. et al (1994), PNAS 91: 969-973), conmutacion de cadenas (Patente
Norteamericana n° 5.565.332) y métodos descritos, por ejemplo, en la Patente Norteamericana n®
6.407.213; Patente Norteamericana n° 5.766.886; Patente Internacional n® WO 93/17105; Tan, P.
et al (2002), J. Immunol. 169: 1119-25; Caldas, C. et al (2000), Protein Eng. 13 (5): 353-60;
Morea, V. et al (2000), Methods 20 (3): 267-79; Baca, M. et al (1997), J. Biol. Chem. 272 (16):
10678-84; Roguska, M. A. et al (1996), Protein Eng. 9 (10): 895-904; Couto, J. R. et al (1995),
Cancer Res. 55 (23 Supl.): 5973s-5977s; Couto, J. R. et al (1995), Cancer Res. 55 (8): 1717-22;
Sandhu, J. S. (1994), Gene 150 (2): 409-10 y Pedersen, J. T. et al (1994), J. Mol. Biol. 235 (3):
959-73. Véase también el Pedido Norteamericano publicado n® US 2005/0042664 Al (24 de
Febrero de 2005), que es integralmente incorporado al presente por referencia.

[00403] Anticuerpos de dominio simple, como, por ejemplo, anticuerpos que no poseen las
cadenas ligeras, pueden producirse por medio de métodos bien conocidos en la materia. Véanse
Riechmann, L. & Muyldermans, S. (1999), J. Immunol. 231: 25-38; Nuttall, S. D. et al (2000),
Curr. Pharm. Biotechnol. 1 (3): 253-263; Muyldermans, S. (2001), J. Biotechnol. 74 (4): 277-
302; Patente Norteamericana n°® 6.005.079 y las Patentes Internacionales n® WO 94/04678, WO
94/25591 y WO 01/44301.
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[00404] Adicionalmente, anticuerpos que se ligan especificamente a antigeno CTLA-4 y/o
PD-1 pueden, a su vez, utilizarse para generar anticuerpos antiidiotipicos que simulan un
antigeno utilizando métodos bien conocidos por los expertos en la materia (véanse, por ejemplo,
Greenspan, N. S. & Bona, C. A. (1989), FASEB J. 7 (5): 437-444; y Nissinoff, A. (1991), J.
Immunol. 147 (8): 2429-2438).

[00405] En realizaciones especificas, un anticuerpo o su fragmento de ligacion de antigeno
descrito en el presente, que se liga al mismo epitopo de CTLA-4 y/o PD-1 (por ejemplo, CTLA-4
y/o PD-1 humano) como anticuerpo anti-CTLA-4 o anti-PD-1 o su fragmento de ligacion de
antigeno descrito en el presente es un anticuerpo humano. En realizaciones especificas, un
anticuerpo descrito en el presente, que impide competitivamente (por ejemplo, en forma
dependiente de la dosis) cualquier uno de los anticuerpos descritos en el presente de ligarse a
CTLA-4 6 PD-1 (por ejemplo, CTLA-4 6 PD-1 humano) es un anticuerpo humano. Los
anticuerpos humanos pueden producirse utilizando cualquier método conocido en la técnica.
Ratas transgénicas que son incapaces de expresar inmunoglobulinas enddgenas funcionales, por
ejemplo, pero pueden expresar genes de inmunoglobulina humana, pueden utilizarse.
Particularmente, los complejos genéticos de inmunoglobulina de cadena pesada y ligera humana
pueden introducirse aleatoriamente o por recombinacion homdloga en células madre embridnicas
de ratas. Alternativamente, la region variable humana, region constante y regién de diversidad
pueden introducirse en células madre embridnicas de ratas aparte de los genes de cadena pesada
y ligera humana. Los genes de inmunoglobulina de cadena pesada y ligera de ratas pueden
tornarse separadamente o simultdneamente no funcionales con la introduccion de locales de
inmunoglobulina humana por recombinacion homodloga. Particularmente, la exclusion
homozigo6tica de la regidn Jy evita la produccién de anticuerpos enddgenos. Las células madre
embridnicas modificadas son expandidas y microinyectadas en blastocistos para producir ratas
quiméricas. Las ratas quiméricas son criadas en seguida para producir descendencia
homozigdtica que expresa anticuerpos humanos. Las ratas transgénicas son inmunizadas en
forma normal con un antigeno seleccionado, como, por ejemplo, todo o parte de un antigeno (por
ejemplo, CTLA-4 ¢ PD-1). Los anticuerpos monoclonales dirigidos al antigeno pueden obtenerse
de las ratas transgénicas inmunizadas utilizando tecnologia de hibridoma convencional. Los
transgenes de inmunoglobulina humanos abrigados por las ratas transgénicas se reorganizan

durante la diferenciacion de celulas B y, subsiguientemente, sufren mutacion somatica y
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conmutacion de clases. Asi, utilizando ese método, es posible producir anticuerpos IgG, IgA,
IgM e IgE terapéuticamente Utiles. Para andlisis de dicha tecnologia para la produccion de
anticuerpos humanos, véase Lonberg, N. & Huszar, D. (1995), Int. Rev. Immunol. 13: 65-93.
Para una discusion detallada de dicha tecnologia de produccién de anticuerpos humanos y
anticuerpos monoclonales humanos y protocolos de produccion de dichos anticuerpos, véanse,
por ejemplo, las Patentes Internacionales n® WO 98/24893, WO 96/34096 y WO 96/33735; y las
Patentes Norteamericanas n° 5.413.923, 5.625.126, 5.633.425, 5.569.825, 5.661.016, 5.545.806,
5.814.318 y 5.939.598. Ejemplos de ratas capaces de producir anticuerpos humanos incluyen
Xenomouse® (Abgenix, Inc.; Patentes Norteamericanas n® 6.075.181 y 6.150.184); HuAb-
Mouse® (Mederex, Inc./Gen. Pharm; Patentes Norteamericanas n° 5.545.806 y 5.569.825),
Trans Chromo Mouse® (Kirin) y KM Mouse® (Medarex/Kirin).

[00406] Anticuerpos humanos o fragmentos de ligacion de antigenos que se ligan
especificamente a CTLA-4 y/o PD-1 (incluyendo, por ejemplo, anticuerpos monoespecificos o
multiespecificos que se ligan a CTLA-4 y/o PD-1 humano) pueden prepararse por una serie de
métodos conocidos en la materia, incluyendo métodos de exhibicion de fagos descritos arriba,
utilizando bibliotecas de anticuerpos derivadas de secuencias de inmunoglobulina humana.
Véanse también las Patentes Norteamericanas n°® 4.444.887, 4.716.111 y 5.885.793; y Patentes
Internacionales n® WO 98/46645, WO 98/50433, WO 98/24893, WO 98/16654, WO 96/34096,
WO 96/33735 y WO 91/10741.

[00407] En algunas realizaciones, los anticuerpos humanos pueden producirse utilizando
hibridomas humanos-de ratas. Linfocitos de la sangre periférica humana transformados con virus
Epstein-Barr (EBV), por ejemplo, pueden fundirse con células de mieloma de ratas para producir
hibridomas humanos-de ratas que secretan anticuerpos monoclonales humanos y esos hibridomas
humanos-de ratas pueden seleccionarse para determinar los que secretan anticuerpos
monoclonales humanos que se ligan especificamente a un antigeno blanco (por ejemplo, CTLA-
4 6 PD-1, como, por ejemplo, CTLA-4 6 PD-1). Esos métodos son conocidos y descritos en la
materia; véanse, por ejemplo, Shinmoto, H. et al (2004), Cytotechnology 46: 19-23; Naganawa,
Y. et al (2005), Human Antibodies 14: 27-31.

[00408] Anticuerpos bivalentes biespecificos y métodos de su produccién son descritos, por
ejemplo, en las Patentes Norteamericanas n° 5.731.168, 5.807.706, 5.821.333, y Pedidos
Norteamericanos Publicados n°® 2003/020734 y 2002/0155537, todos los cuales incorporados
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integralmente al presente por referencia. Anticuerpos tetravalentes biespecificos y métodos de su
producciéon son descritos, por ejemplo, en los Pedidos Internacionales Publicados n® WO
02/096948 y WO 00/44788, cuyas descripciones son integralmente incorporadas al presente por
referencia. Véanse, de forma general, los Pedidos Internacionales Publicados n® WO 93/17715,
WO 92/08802, WO 91/00360 y WO 92/05793; Tutt et al, J. Immunol. 147: 60-69 (1991); las
Patentes Norteamericanas n° 4.474.893, 4.714.681, 4.925.648, 5.573.920 y 5.601.819; y
Kostelny et al, J. Immunol. 148: 1547-1553 (1992); todos los cuales incorporados integralmente
al presente por referencia.

[00409] Un método de generacion de anticuerpos biespecificos ha sido denominado estrategia
“perillas en agujeros” (véase, por ejemplo, la Patente Internacional WO 2006/028936). La falta
de emparejar de cadenas pesadas de Ig es reducida en esta tecnologia por la mutacion de
aminodcidos seleccionados que forman la interface de los dominios CH3 en IgG. En las
posiciones en el dominio CH3 en que las dos cadenas pesadas interactlanse directamente, un
aminoacido con cadena lateral pequefia (agujero) es introducido en la secuencia de una cadena
pesada y un aminoacido con una cadena lateral grande (perilla) en el local de residuo en
interaccion correspondiente sobre la otra cadena pesada. En algunas realizaciones, las
composiciones descritas en el presente poseen cadenas de inmunoglobulina en que los dominios
CH3 se han modificado por la mutacién de aminoacidos seleccionados en interaccion en la
interface entre dos polipéptidos para formar un anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos
biespecificos pueden componerse de cadenas de inmunoglobulina de la misma subclase (por
ejemplo, 1gG1 6 IgG3) o subclases distintas (por ejemplo, 1gG1 e IgG3, 0 1gG3 e IgG4).

[00410] En una realizacién, un anticuerpo biespecifico que se liga a CTLA-4 y/o PD-1
comprende una mutacion T366W en la “cadena de perillas” y las mutaciones T366S, L368A e
Y407V en la “cadena de agujero” y, opcionalmente, una puente de disulfuro intercadenas
adicional entre los dominios CH3, por ejemplo, por la introduccion de una mutacion Y349C en
la “cadena de perillas” y una mutacion E356C o una mutacion S354C en la “cadena de agujero”;
las mutaciones R409D y K370E en la “cadena de perillas” y las mutaciones D399K y E357K en
la “cadena de agujero”; las mutaciones R409D y K370E en la “cadena de perillas” y las
mutaciones D399K y E357K en la “cadena de agujero”; una mutacion T366W en la “cadena de
perillas” y las mutaciones T366S, L368A e Y407V en la “cadena de agujero”; las mutaciones
R409D y K370E en la “cadena de perillas” y las mutaciones D399K y E357K en la “cadena de

200



agujero”; las mutaciones Y349C y T366W en una de las cadenas y las mutaciones E356C,
T366S, L368A e Y407V en la cadena correspondiente; las mutaciones Y349C y T366W en una
cadena y las mutaciones S354C, T366S, L368A e Y407V en la cadena correspondiente; y las
mutaciones Y349C y T366W en una cadena y las mutaciones S354C, T366S, L368A e Y407V
en la cadena correspondiente, numeracion segun el sistema de numeracion EU.

[00411] Anticuerpos biespecificos que se ligan a CTLA-4 y/o PD-1 pueden, en algunos casos,
contener heterodimeros de cadena 19gG4 e 1gG1, 1gG4 e 19G2, 1gG4 e 19gG2, 1gG4 e 19gG3 6 1gG1
e 1gG3. Dichos anticuerpos de cadena pesada heterodiméricos pueden elaborarse en forma
rutinera, por ejemplo, por modificacion de aminoacidos seleccionados que forman la interface de
los dominios CH3 en IgG4 humano e IgGl 6 IgG3, para favorecer la formacion de cadenas
pesadas heterodiméricas.

En realizaciones especificas, un anticuerpo multiespecifico (por ejemplo, biespecifico)
puede ser un anticuerpo quimérico o un anticuerpo humanizado. En algunas realizaciones, un
anticuerpo multiespecifico (por ejemplo, biespecifico) puede ser un fragmento F(ab’),. Un
fragmento de F(ab’), contiene los dos brazos de ligacién de antigeno de una molécula de
anticuerpo tetramérico ligada por ligaciones de disulfuro en la region de articulacion.

[00412] Los anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, biespecificos) descritos en el presente
pueden generarse por cualquier método conocido de los expertos en la materia. Los fragmentos
de F(ab’), descritos en el presente, por ejemplo, pueden producirse por divisién proteolitica de
moléculas de inmunoglobulina, utilizando enzimas como pepsina.

6.6  Kits:

[00413] Son también suministrados kits que comprenden uno o mas anticuerpos descritos en
el presente 0 su combinacién terapéutica, composicion farmacéutica o conjugados. En una
realizacion especifica, es suministrado en el presente un kit o empaque farmacéutico que
comprende uno o mas recipientes llenos con uno o mas ingredientes de las composiciones
farmacéuticas descritas en el presente, como uno 0 mas anticuerpos suministrados en el presente.
En algunas realizaciones, los kits contienen una 0 mas composiciones farmacéuticas descritas en
el presente y cualquier agente profilactico o terapéutico, como los descritos en el presente. En
algunas realizaciones, los kits pueden contener un mitdégeno de células T, como, por ejemplo,
fitohemaglutinina (PHA) y/o acetato miristato de forbol (PMA) o un anticuerpo estimulante del
complejo de TCR, como un anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo anti-CD28. Un aviso en la
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forma prescrita por una agencia del gobierno que reglamenta la fabricacion, el uso o venta de
productos farmacéuticos o biologicos puede asociarse a ese(esos) recipiente(s), en que ese aviso
informa la aprobacion por la agencia de la fabricacion, el uso o la venta para administracion
humana.

[00414] En algunas realizaciones, el kit comprende un recipiente lleno con una composicion
farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-CTLA-4/PD-1 descrito en el presente. En
algunas realizaciones, el kit comprende un recipiente lleno con una composicion farmacéutica
que comprende una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-CTLA-4/PD-1 descrito en el presente.
[00415] En algunas realizaciones, el kit comprende un primer recipiente lleno con una
composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-CTLA-4 y un segundo recipiente
lleno con una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-PD-1. La
combinacion del anticuerpo anti-CTLA-4 y del anticuerpo anti-PD-1 puede ser cualquier
combinacion de un anticuerpo anti-CTLA-4 descrito en el presente y un anticuerpo anti-PD-1
descrito en el presente. En algunas realizaciones, el kit comprende un primer recipiente lleno con
una composicion farmacéutica que comprende un primer anticuerpo que se liga especificamente
a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y un segundo recipiente lleno con una composicion
farmacéutica que comprende un segundo anticuerpo que se liga especificamente a PD-1 (por
ejemplo, PD-1 humano), en que CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del
primer anticuerpo y CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del segundo
anticuerpo comprende las secuencias de amino&cidos relacionadas en una sola linea de la Tabla
11. En algunas realizaciones, el kit comprende un primer recipiente lleno con una composicion
farmacéutica que comprende un primer anticuerpo que se liga especificamente a CTLA-4 (por
ejemplo, CTLA-4 humano) y un segundo recipiente lleno con una composicion farmacéutica que
comprende un segundo anticuerpo que se liga especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1
humano), en que CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del primer anticuerpo y
CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del segundo anticuerpo comprenden,
respectivamente, las secuencias de aminoacidos discriminadas en SEQ ID N° 20, 22, 24, 27, 30,
36, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 32, 37, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 33, 38,
75, 76, 80, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 29, 33, 38, 75,
76, 80, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 28, 31, 36, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 34, 36, 75, 76,
80, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 35, 38, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 27, 30, 36, 75, 76, 80,
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83, 84y 85; 21, 22, 26, 29, 32, 37, 75, 76, 80, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 33, 38, 75, 76, 80, 83,
84y 85; 21, 22, 26, 29, 35, 38, 75, 76, 80, 83, 84y 85; 20, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 76, 81, 83, 84 y
85; 20, 22, 24, 29, 32, 37, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 76, 81, 83, 84 y 85;
21, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 20,
22,24, 28, 31, 36, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 34, 36, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 20, 22,
24, 29, 35, 38, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 27, 30, 36, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26,
29, 32,37, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 33, 38, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29,
35, 38, 75, 76, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 32,
37,75, 76, 82, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 76, 82, 83, 84y 85; 21, 22, 24, 27, 30, 36,
75,76, 82, 83, 84y 85; 21, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 28, 31, 36, 75,
76, 82, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 34, 36, 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 35, 38, 75, 76,
82, 83, 84y 85; 21, 22, 26, 27, 30, 36, 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 32, 37, 75, 76, 82,
83, 84y 85; 21, 22, 26, 29, 33, 38, 75, 76, 82, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 35, 38, 75, 76, 82, 83,
84y 85; 20, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 77, 81, 83, 84y 85; 20, 22, 24, 29, 32, 37, 75, 77, 81, 83, 84 y
85; 20, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 77, 81, 83, 84 y 85;
21, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 28, 31, 36, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 20,
22,24, 29, 34, 36, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 35, 38, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 21, 22,
26, 27, 30, 36, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 32, 37, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26,
29, 33, 38, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 35, 38, 75, 77, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 27,
30, 36, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 32, 37, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 33,
38, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 78, 81, 83, 84y 85; 21, 22, 24, 29, 33, 38,
75,78, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 28, 31, 36, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 34, 36, 75,
78, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 35, 38, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 27, 30, 36, 75, 78,
81, 83, 84y 85; 21, 22, 26, 29, 32, 37, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 33, 38, 75, 78, 81,
83, 84y 85; 21, 22, 26, 29, 35, 38, 75, 78, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 79, 81, 83,
84y 85; 20, 22, 24, 29, 32, 37, 75, 79, 81, 83, 84y 85; 20, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 79, 81, 83,84 y
85; 21, 22, 24, 27, 30, 36, 75, 79, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 24, 29, 33, 38, 75, 79, 81, 83, 84 y 85;
20, 22, 24, 28, 31, 36, 75, 79, 81, 83, 84 y 85; 20, 22, 24, 29, 34, 36, 75, 79, 81, 83, 84 y 85; 20,
22,24, 29, 35, 38, 75, 79, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 27, 30, 36, 75, 79, 81, 83, 84 y 85; 21, 22,
26, 29, 32, 37, 75, 79, 81, 83, 84 y 85; 21, 22, 26, 29, 33, 38, 75, 79, 81, 83, 84 y 85; 0 21, 22,
26, 29, 35, 38, 75, 79, 81, 83, 84 y 85.
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[00416] En algunas realizaciones, el kit comprende un primer recipiente lleno con una
composicion farmacéutica que comprende un primer anticuerpo que se liga especificamente a
CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y un segundo recipiente lleno con una composicion
farmacéutica que comprende un segundo anticuerpo que se liga especificamente a PD-1 (por
ejemplo, PD-1 humano), en que la region variable de cadena pesada y la region variable de
cadena ligera del primer anticuerpo y la region variable de cadena pesada y la regién variable de
cadena ligera del segundo anticuerpo comprenden las secuencias de aminoacidos relacionadas en
una sola linea de la Tabla 12. En algunas realizaciones, el kit comprende un primer recipiente
lleno con una composicién farmaceutica que comprende un primer anticuerpo que se liga
especificamente a CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) y un segundo recipiente lleno con
una composicion farmacéutica que comprende un segundo anticuerpo que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano), en que la region variable de cadena pesada
y la regidn variable de cadena ligera del primer anticuerpo y la region variable de cadena pesada
y la region variable de cadena ligera del segundo anticuerpo comprenden, respectivamente, las
secuencias de aminodcidos establecidas en SEQ ID N° 1, 14, 67y 74; 1, 16,67y 74; 1, 17,67y
74;9, 14,67 y 74; 9, 17, 67 y 74; 10, 15, 67 y 74; 10, 17, 67 y 74; 10, 18, 67 y 74; 10, 19, 67 y
74;11,15,67y74;11,14,67y74;11,16,67y 74;11,17,67y 74;12, 14,67y 74; 12, 16, 67y
74;12,17,67y74; 12,19, 67y 74;13,15,67y 74;13,17,67y 74; 1, 14,66y 74; 1, 16, 66 y
74,1,17,66y74;9,14,66y74,9,17,66y 74; 10, 15,66 y 74, 10, 17,66 y 74; 10, 18, 66 y 74,
10,19, 66 y 74; 11, 15,66 'y 74; 11, 14, 66 y 74; 11, 16, 66 y 74; 11, 17, 66 y 74; 12, 14, 66 y 74;
12,16,66y 74;12,17,66y 74;12,19,66 y 74; 13, 15,66 y 74; 13, 17,66 y 74; 1, 14, 68 y 74;
1,16,68y74;1, 17,68y 74;9, 14,68y 74;9, 17,68y 74; 10, 15, 68 y 74; 10, 17, 68 y 74; 10,
18,68y 74;10,19,68y 74;11, 15,68y 74, 11, 14,68 y 74; 11, 16,68 y 74; 11, 17,68 y 74, 12,
14,68y 74;12,16,68y 74; 12, 17,68y 74; 12,19, 68 y 74; 13, 15,68 y 74, 13, 17,68 y 74; 1,
14,69y 74;1,16,69y74;1,17,69y74;9, 14,69y 74;9, 17,69y 74; 10, 15, 69 y 74; 10, 17,
69y 74;10, 18,69y 74;10,19,69y74; 11, 15,69y 74; 11, 14,69y 74; 11, 16,69 y 74; 11, 17,
69y 74;12,14,69y 74, 12,16,69y 74;12,17,69y 74;12,19,69y 74, 13, 15,69y 74; 13, 17,
69y 74:1,14,70y74;1,16,70y 74; 1,17, 70y 74; 9, 14, 70 y 74; 9, 17, 70 y 74; 10, 15, 70 y
74;10,17,70y 74; 10, 18,70y 74; 10,19, 70y 74; 11, 15,70 y 74; 11, 14,70 y 74; 11, 16, 70 y
74;11,17,70y74;12,14,70y 74; 12,16, 70y 74; 12,17, 70y 74; 12,19, 70y 74; 13,15, 70 y
74,13,17, 70y 74; 1,14, 71y 74; 1,16, 71y 74; 1,17, 71y 74,9, 14,71y 74;9, 17, 71y 74;
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10,15,71y 74;10,17,71y 74;10,18,71y 74; 10,19, 71y 74; 11,15, 71y 74; 11, 14,71 y 74;
11,16,71y74;11,17,71y 74;12,14,71y 74; 12,16, 71y 74; 12, 17,71y 74; 12,19, 71 y 74;
13,15,71y74,13,17, 71y 74;1,14,72y 74; 1,16, 72y 74; 1,17, 72y 74,9, 14, 72 y 74; 9,
17,72y 74,10, 15, 72 y 74; 10, 17, 72 y 74; 10, 18, 72 y 74; 10, 19, 72 y 74; 11, 15, 72 y 74; 11,
14,72y 74;11,16,72y 74; 11,17, 72y 74; 12, 14,72y 74; 12,16, 72y 74; 12, 17,72 y 74; 12,
19,72y 74;13,15,72y 74; 13,17, 72y 74; 1,14,73y 74; 1,16, 73y 74; 1,17, 73 y 74; 9, 14,
73y 74;9,6 17,73y 74; 10, 15, 73y 74; 10, 17, 73y 74; 10, 18, 73y 74; 10, 19, 73 y 74; 11, 15,
73y 74;11,14,73y74;11,16,73y 74;11,17,73y 74;12, 14,73y 74, 12,16, 73y 74; 12, 17,
73y 74;12,19,73y74;13,15,73y 74; 613,17, 73 y 74.

[00417] En algunas realizaciones, el kit comprende un primer recipiente lleno con una
composicion farmacéutica que comprende un primer anticuerpo que se liga especificamente a
CTLA-4 (por ejemplo, CTLA-4 humano) descrito en el presente y un segundo recipiente lleno
con una composicion farmacéutica que comprende un segundo anticuerpo que se liga
especificamente a PD-1 (por ejemplo, PD-1 humano) descrito en el presente, en que una
combinacion terapéutica del primer anticuerpo y el segundo anticuerpo se encuentra en cantidad
eficaz. La cantidad eficaz del anticuerpo anti-CTLA-4 en ese kit puede ser menor, igual 0 mas
alta que las cantidades eficaces del anticuerpo anti-CTLA-4 administradas aisladamente y la
cantidad del anticuerpo anti-PD-1 en ese kit puede ser menor, igual o mas alta que las cantidades
eficaces del anticuerpo anti-PD-1 administrado aisladamente. En algunas realizaciones, la
cantidad del anticuerpo anti-CTLA-4 en este kit es mas baja que la cantidad eficaz del anticuerpo
anti-CTLA-4 administrado aisladamente. En algunas realizaciones, la cantidad del anticuerpo
anti-PD-1 en este kit es mas baja que la cantidad eficaz del anticuerpo anti-PD-1 administrado
aisladamente. En algunas realizaciones, la cantidad eficaz del anticuerpo anti-CTLA-4 en este kit
es menor que la cantidad eficaz del anticuerpo anti-CTLA-4 administrado aisladamente y la
cantidad del anticuerpo anti-PD-1 en este kit es menor que la cantidad eficaz del anticuerpo anti-
PD-1 aislado.

7. EJEMPLOS

[00418] Los ejemplos de este Capitulo (o sea, el Capitulo 6) son ofrecidos como forma de
ilustracién y no como forma de limitacion.

7.1 Ejemplo 1: Combinacion del anticuerpo anti-CTLA-4 y anticuerpo anti-PD-1.

[00419] Este ejemplo caracteriza la actividad funcional de combinacién de un anticuerpo
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antagonista anti-CTLA-4 con un anticuerpo antagonista anti-PD-1. As secuencias de longitud
total de los anticuerpos testados son exhibidas en la Tabla 14.

Tabla 14. Secuencias con longitud total de anticuerpo anti-CTLA-4 y anticuerpo anti-PD-1:

. Cadena pesada | Cadena ligera
Anticuerpo SEQ ID N° SEQ ID N°
AGEN1884 (1gG;) 51 59
AGEN2034 (1gG, S228P) 91 93

7.1.1 Titulaciones de dosis de anticuerpo anti-CTLA-4 en combinacion con anticuerpo
anti-PD-1.

[00420] En una serie de experimentos, la actividad funcional del anticuerpo anti-CTLA-4
AGEN1884 (lgG;) administrado en concentraciones variables, en combinacion con una
concentracion fija del anticuerpo anti-PD-1 AGEN2034 (IgG4 S228P), ha sido testada en células
mononucleares de la sangre periférica humana (PBMCs).

[00421] En un primer experimento, células mononucleares de la sangre periférica (PBMCs)
humanas se han estimulado con concentracion inferior a la ideal (100 ng/ml) del superantigeno
Enterotoxina A de Staphylococcus (SEA) (Toxin Technologies, cat. n° at101red) en la presencia
de titulacién de dosis de un anticuerpo anti-CTLA-4 AGEN1884 (IgG;) o un anticuerpo control
de isotipo (IgG;) en combinacion con 10 pg/ml de un anticuerpo anti-PD-1 AGEN2034 (IgG,
S228P) o un anticuerpo control de isotipo (9G4 S228P) por cinco dias a 37 °C y CO, a 5%. Las
concentraciones de IL-2 en el sobrenadante de cultivo han sido analizadas por AlphaLISA
(Perkin Elmer, Cat. n® AL221F). PBMCs de dos donadores distintos han sido testadas.

[00422] Segln lo exhibido en las Figuras 1A y 1B, el anticuerpo anti-CTLA-4 AGEN1884
(1gGy) ha estimulado la produccion de IL-2 en forma dependiente de la dosis. La combinacién
con el anticuerpo anti-PD-1 AGEN2034 (1gG, S228P) ha incrementado adicionalmente la
secrecion de IL-2 inducida por el anticuerpo anti-CTLA-4 aislado.

[00423] En segundo experimento, PBMCs humanas criopreservadas se han colocado en
placas a 10° células/cavidad en medio (RPMI1640 suplementado con Normocin® (Invivogen
#ant-nr) y FBS desactivado por calor a 10% (Gibco, Invitrogen Corporation). Las células se han
estimulado con concentracién inferior a la ideal (100 ng/ml) del superantigeno SEA (Toxin
Technologies, Cat. n°® atl0lred) en la presencia de un rango de dosis (100 — 0,001 pg/ml) de
anticuerpo anti-CTLA-4 AGEN1884 (IgG;) en combinacion con una concentracion de
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anticuerpo fija de 20 pg/ml de (i) anticuerpo anti-PD-1 AGEN2034 (1gG4 S228P) o (ii) un
anticuerpo control de isotipo (IgG4 S228P). Las células se han incubado por cinco dias a 37 °C
en CO, a 5%. Las concentraciones de IL-2 en el sobrenadante de cultivo se han analizado por
AlphaLISA (Perkin Elmer, Cat. n°® AL221F). PBMCs de dos donadores distintos han sido
testadas.

[00424] Segln lo exhibido en las Figuras 2A y 2B, la combinacion de AGEN1884 (1gG,) y
AGEN2034 (1gG, S228P) ha incrementado la secrecion de IL-2 por PBMCs estimuladas con
relacion a AGEN1884 (1gG;) y control de isotipo. Dicho efecto se ha observado en PBMCs de
los dos donadores.

7.1.2 Actividad funcional de anticuerpo anti-CTLA-4 y anticuerpo anti-PD-1 en
concentraciones fijas.

[00425] En cada uno de dos experimentos, la actividad funcional de concentraciones fijas del
anticuerpo anti-CTLA-4 AGEN1884 (1gG;) y el anticuerpo anti-PD-1 AGEN2034 (IgG4 S228P)
se ha ensayado en PBMCs de seis donadores humanos distintos. Cinco de los seis donadores han
sido idénticos entre los dos experimentos (donadores 5, 7, 8, 9 y 10). Los donadores restantes
han sido distintos entre los dos experimentos (donadores 6 y 11, segun lo exhibido en las Figuras
3y 4, respectivamente).

[00426] En cada experimento, PBMCs humanas criopreservadas de seis donadores saludables
se han colocado en placas a 10° células/cavidad en medio (RPMI1640 suplementado con
Normocin® (Invivogen #ant-nr) y FBS desactivado por calor a 10% (Gibco, Invitrogen
Corporation)). Las PBMCs se han estimulado con concentracion inferior a la ideal (100 ng/ml)
del superantigeno SEA (Toxin Technologies, Cat. n° at101red) en la presencia de 10 pg/ml de (i)
anticuerpo anti-CTLA-4 AGEN1884 (1gG;) o (ii) un anticuerpo control de isotipo (IgG;) en
combinacion con 10 pg/ml de (i) anticuerpo anti-PD-1 AGEN2034 (IgG, S228P) o (ii) un
anticuerpo control de isotipo (IgG, S228P). Las células se han incubado por cinco dias a 37 °C
en CO; a 5%. Los sobrenadantes clarificados se han colectado y almacenado a -80 °C hasta el
analisis. Las concentraciones de IL-2 en el sobrenadante de cultivo se han analizado por
AlphaLISA (Perkin Elmer, Cat. n® AL221F).

[00427] Segln lo exhibido en las Figuras 3 y 4, anticuerpo AGEN2034 anti-PD1 (1gG4
S228P) y anticuerpo anti-CTLA-4 AGEN1884 (1gG;) se han combinado consistentemente para

incrementar la secrecion de IL-2 en cultivos de PBMCs humanas activadas a niveles superiores a
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los observados para cada uno de esos anticuerpos aislados. Dicho incremento se ha observado en
PBMCs obtenidas de siete donadores humanos distintos.

7.1.3 Anticuerpo anti-CTLA-4 y anticuerpo anti-PD-1 se combinan para incrementar la
activacion y proliferacion de células T de memoria central en primatas no humanos.

[00428] En ese ejemplo, monos cynomolgus han recibido la administracion de anticuerpo
anti-CTLA-4 AGEN1884 (IgG;) en combinacion con el anticuerpo anti-PD-1 AGEN2034 (1gG4
S228P) y se ha determinado la alteracion de la activacion y proliferacion de células T de
memoria central en tres dias después del tratamiento.

[00429] Cuatro monos cynomolgus se han tratado con AGEN1884 (IgG1) en combinacion con
AGEN2034 (lgG, S228P). Para cada mono, 10 mg/kg de AGEN1884 (IgG;) han sido
administrados en primer lugar por via intravenosa (mistura lenta) con llave de cierre sin primer,
inmediatamente seguido por 3 mg/kg de AGEN2034 (IgG, S228P) administrado de la misma
forma. Luego de la administracion de anticuerpo, 3 ml de flujo salino han sido conducidos por la
mistura y llave de cierre para garantizar la administracion de la cantidad total y correcta de
material de ensayo. La cantidad de dosis para cada animal se ha basado en su medicion mas
reciente del peso del cuerpo. Se ha restringido temporalmente la administracion de la dosis a los
animales, que no han sido sedados. El primer dia de dosis se ha designado Dia 1. Las muestras
de sangre (2 ml) se han colectado para aislar PBMCs y para el analisis de citometria de flujo
antes de la dosis en el Dia -14 (3 animales) o Dia -7 (1 animal), bien como tres dias después de la
dosis. La Figura 5A exhibe la estrategia de compuerta para definir cada una de las poblaciones
de células T mensuradas — o sea, células T ingenuas CD4 (CD3+, CD4+, CD28+, CD95-),
células T ingenuas CD8 (CD3+, CD8+, CD28+, CD95-), células T de memoria central CD4
(CD3+, CD4+, CD28+, CD95+), células T de memoria central CD8 (CD3+, CD8+, CD28+,
CD95+), células T de memoria efectora CD4 (CD3+, CD4+, CD28-, CD95+) y células T de
memoria efectora CD8 (CD3+, CD8+, CD28-, CD95+). Las Figuras 5B y 5C exhiben los datos
de citometria de flujo representativos para la expresién de Ki67 e ICOS en células T de memoria
central CD4+ y CD8+, en muestras antes de la dosis (Dia -14) y en tres dias luego de la
administracion de anticuerpos para un animal en el estudio. Se ha concluido que la activacion y
proliferacion de células T es elevada en las poblaciones de células T de memoria central CD4+ y
CD8+ tres dias luego del tratamiento de anticuerpo, con relacion a los niveles antes de la dosis.

[00430] Segln lo exhibido en las Figuras 6A-6D, los monos cynomolgus han recibido la
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administracion del anticuerpo anti-CTLA-4 AGEN1884 (1gG;) y el anticuerpo anti-PD-1
AGEN2034 (IgG, S228P) ha exhibido incremento substancial en las células T de memoria
central ICOS+ y Ki67+ tres dias después de la administracion del anticuerpo, con relacion a las
muestras antes de la dosis. Estos resultados incluyen los datos exhibidos en la Figura 5 para uno
de los animales en el estudio. Un incremento estadisticamente significativo en las poblaciones
activadas y en proliferacion se ha observado para las células T de memoria central CD8+
(Figuras 6C y 6D). Estos datos demuestran que el tratamiento de combinacién de AGEN1884
(1gG1) y AGEN2034 (IgG4 S228P) ha incrementado la activacion y la proliferacion de células T
de memoria central.

7.2  Ejemplo 2: Mapeo de epitopos de anticuerpo anti-CTLA-4.

[00431] La interaccion del fragmento de Fab de AGEN1884 (AGEN1884-Fab) con el
dominio extracelular de CTLA-4 humano se ha estudiado por espectrometria de masa de
intercambio de hidrégeno y deuterio (HDX). EI dominio extracelular de CTLA-4 aisladamente o
en combinacién con AGEN1884-Fab, en solucién salina tamponada con fosfato bajo pH 7,4, se
ha diluido con una cantidad diez veces mas alta de tampdn de marca 6xido de deuterio e
incubado por periodos de tiempo variables (0, 60, 300, 1800 y 7200 segundos) a la temperatura
ambiente. El intercambio de deuterio para hidrogeno ha sido resfriado por la adicion de una
cantidad de 4 M de clorhidrato de guanidina, 0,85 M de tamp6n TCEP (tris(2-carboxietil)fosfina)
y el pH final ha sido de 2,5. Las muestras han sido sometidas a la digestion de pepsina/proteasa
del tipo XIII en columna y analisis LC-MS. Los espectros de masa se han registrado en modo
solo de MS. Para el célculo de la incorporacién de deuterio, los espectros de masa para un dado
péptido se han combinado por medio del pico de cromatograma ionico extraido y se ha calculado
el peso ponderado m/z. El incremento de masa de la masa del péptido nativo (0 minutos) para la
masa media ponderada corresponde al nivel de la incorporacion de deuterio. Las curvas de
acumulo de deuterio por el tiempo de intercambio para todos los péptidos han sido plotadas para
andlisis adicional y han sido comparadas con el software HDExaminer.

[00432] La mayor parte de los péptidos CTLA-4 ha exhibido niveles de deuterio idénticos o
similares con y sin la presencia del Fab anti-CTLA-4 humano. Sin embargo, se ha concluido que
varios segmentos de péptidos presentan incorporacion de deuterio significativamente reducida
mediante la ligacion de Fab. Todos los residuos en este parrafo son numerados segun SEQ ID N°
96. Dos regiones, los residuos 80-82 (QVT, SEQ ID N° 102) y residuos 135-149
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(YPPPYYLGIGNGTQI, SEQ ID N° 100), han experimentado fuerte proteccion de deuterio con
la ligacion de CTLA-4 humano a Fab. La reduccion mas fuerte de la absorcion de deuterio se ha
observado en los residuos 140-141 (YL) que asi aparentemente es una caracteristica importante
del epitopo de AGEN1884 sobre CTLA-4. La inspeccion de las secuencias de CTLA-4 de mono
cynomolgus y humano, ambos fuertemente ligados por AGEN1884 (datos no exhibidos),
demuestra la identidad de secuencias casi completa en las dos regiones descritas arriba, excepto
por la substitucion de metionina por leucina en la posicion 141 (Figura 7A). Al contrario,
AGEN1884 no se liga en forma significativa a CTLA-4 de ratas o ratones (datos no exhibidos)
distintos de CTLA-4 humano en los residuos 140-143 (YLGI, SEQ ID N° 97) en tres entre cuatro
posiciones (Figura 7A). Datos de selectividad adicionales demuestran que AGEN1884 se liga
con alta especificidad a CTLA-4 humano y de mono cynomolgus y no a otros miembros de la
familia CD28 relacionados, incluyendo CD28, ICOS, BTLA y PD-1 (datos no exhibidos). La
comparacion de secuencias entre esas proteinas relacionadas demuestra que todas las proteinas
no de CTLA-4 son distintas en los residuos 140-143 (YLGI, SEQ ID N° 97) (Figura 7B), que
sustenta adicionalmente la importancia de ese epitopo a la ligacion de AGEN1884.

7.3  Ejemplo 3: Mapeo de epitopos de anticuerpo anti-PD-1.

[00433] El epitopo del anticuerpo anti-PD-1 AGEN2034 se ha caracterizado utilizando la
espectrometria de masa de intercambio de hidrogeno y deuterio (HDX) y analisis Pepscan.

7.3.1 Mapeo de epitopos de Fab anti-PD-1 utilizando espectrometria de masa de
intercambio de hidrdégeno y deuterio (HDX).

[00434] La interaccion del fragmento de Fab de AGEN2034 (AGENZ2034-Fab) con el
dominio extracelular de PD-1 humano se ha estudiado por espectrometria de masa de
intercambio de hidrégeno y deuterio (HDX).

[00435] PD-1 humano marcado por His recombinante se ha obtenido por medio de Sino
Biological Inc. (Cat. n° 10377-HO8H). PD-1 desglicosilado, cuando utilizado, se ha preparado
con 300 pg de proteina PD-1 humana marcada por His recombinante incubada con 6 pl de
PNGase F a 37 °C por 4 horas. El fragmento de Fab de un anticuerpo anti-PD-1 se ha preparado
con AGEN2034 por tratamiento de proteasa.

[00436] Para digestion de pepsina/proteasa XVIII, 4,0 pg de PD-1 humano nativo o
desglicosilado en 125 pl de tampdn control (50 mM de fosfato y 100 mM de cloruro de sodio a

pH 7,4) han sido desnaturados por la adicion de 135 pl de 4 M clorhidrato de guanidina, 0,85 M
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de tampdn TCEP (pH final 2,5) e incubacién de la mezcla por tres minutos a 11 °C. La mistura se
ha sometido en seguida a digestion de pepsina/proteasa XVIII en columna utilizando una
columna de pepsina/proteasa XVIII empacada doméstica y los péptidos resultantes se han
analizado utilizando un sistema UPLC-MS compuesto de UPLC Waters Acquity acoplado a
Espectrometro de Masa Quadrupole-Orbitrap Hibrido Q Exactive® (Thermo). Los péptidos se
han separado sobre una columna de 50 mm x 1 mm C8 con gradiente de 19 minutos con 2-27%
solvente B (0,2% 4acido formico en acetonitrila). La identificacion de péptido ha sido realizada
por busqueda de datos MS/MS contra la secuencia PD-1 humana con Mascot. La tolerancia de
masa para los iones de precursor y de producto ha sido de 10 ppm y 0,05 Da, respectivamente.
[00437] 10 ul de PD-1 humano (4,0 ug) 6 10 ul de mezcla de PD-1 humano y Fab (4,0 pg: 4,0
Kg) han sido incubados con 125 pl de tampon de marca de 6xido de deuterio (50 mM de fosfato
de sodio, 100 mM de cloruro de sodio bajo pH 7,4) por 0 segundos, 60 segundos, 600 segundos y
3600 segundos a 11 °C. El intercambio de deuterio/hidrdgeno ha sido resfriado por la adicion de
135 pl de 4 M de clorhidrato de guanidina, 0,85 M de tampon TCEP y el pH final ha sido de 2,5.
En seguida, las muestras resfriadas han sido sometidas a digestion de pepsina/proteasa XVIII de
columna y andlisis LC-MS segun lo descrito arriba. Los espectros de masa se han registrado en
modo solo de MS.

[00438] Los datos de MS brutos han sido procesados utilizando HDX WorkBench, el software
para analisis de datos de MS de intercambio H/D (J. Am. Soc. Mass Spectrom. 2012, 23 (9),
1512-1521, integralmente incorporado al presente por referencia). Los niveles de deuterio han
sido calculados utilizando la diferencia de masa media entre el péptido deuterado y su forma
nativa (to).

[00439] Cobertura de secuencias de 85,4% ha sido atingida para PD-1 humano desglicosilado
sin marca His. La mayor parte de los péptidos PD-1 ha exhibido niveles de deuterio idénticos o
similares con y sin la presencia de Fab anti-PD-1 humano. Sin embargo, se ha concluido que
varios segmentos de péptidos presentan incorporacion de deuterio significativamente reducida
mediante la ligacion de Fab. Todos los residuos en este parrafo son numerados segin SEQ ID N°
96. PD-1 humano desglicosilado ha exhibido fuerte reduccion de la absorcion de deuterio por
ligacién a Fab anti-PD-1 humano en los residuos 127-142 (SLAPKAQIKESLRAEL, SEQ ID N°
103). Adicionalmente, se ha observado reduccion de la absorcidn de deuterio en los residuos 25-
42 (LDSPDRPWNPPTFSPALL) (SEQ ID N° 104) por ligacion a Fab anti-PD-1 humano.
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7.3.2 Mapeo de epitopos de anticuerpo anti-PD-1 utilizando analisis Pepscan.

[00440] La ligacion del anticuerpo anti-PD-1 AGEN2034 ha sido medida contra fragmentos
de péptido PD-1 sintetizados preparados como un conjunto de péptidos delimitado por chip. El
analisis ha sido realizado por Pepscan Presto BV, Lelystad, Paises Bajos. Resumidamente, para
reconstruir epitopos de PD-1 humano, se ha sintetizado una biblioteca de péptidos. Se ha
obtenido un suporte de polipropileno con funcionalizacion amino por injerto con una
formulacion de polimero hidrofilico patentada, seguida por reacciobn con t-
butiloxicarbonilhexametilenodiamina (BocHMDA) utilizando diciclohexilcarbodiimida (DCC)
con N-hidroxibenzotriazol (HOBt) y la subsiguiente division de los grupos Boc utilizando acido
trifluoroacético (TFA). La sintesis de péptido Fmoc estadndar ha sido utilizada para sintetizar
péptidos sobre el soporte s6lido con funcionalizacion amino por estaciones de manipuleo de
liquidos JANUS modificadas especificas (Perkin Elmer). La sintesis de imitaciones estructurales
ha sido conducida utilizando la tecnologia de Péptidos Quimicamente Ligados sobre Estructuras
(CLIPS) patentada por Pepscan. La tecnologia CLIPS permite estructurar péptidos en circuitos
aislados, circuitos dobles, circuitos triplos, doblas en forma de hojas, doblas en forma de hélices
y sus combinaciones. La ligacion de anticuerpo a cada uno de los péptidos sintetizados ha sido
testada en ELISA con base en PEPSCAN. Los conjuntos de péptidos han sido incubados con una
solucion de anticuerpo primario por una noche a 4 °C. Luego del lavado, los conjuntos de
péptidos se han incubado con un conjugado anti-HRP humano de cabra (Southern Biotech, Cat.
n° 2010-05) por una hora a 25 °C. Luego del lavado, se han adicionado el substrato de peroxidasa
sulfonato de 2,2’-azino-di-3-etilbenzotiazolina (ABTS) y 20 pl/ml de H,0, a 3%. Después de
una hora, el desarrollo de color ha sido medido y cuantificado con un dispositivo acoplado a
carga (CCD) - camara y un sistema de procesamiento de imagenes.

[00441] EI estudio Pepscan ha demostrado que el anticuerpo anti-PD-1 AGENZ2034 ha
reconocido tramos de PD-1 humano, incluyendo los residuos 26-35 (DSPDRPWNPP, SEQ ID
N° 105), residuos 150-158 (EVPTAHPSP, SEQ ID N° 106) y residuos 126-133 (ISLAPKAQ,
SEQ ID N° 107), numerados segin SEQ ID N° 96.

[00442] La presente invencion no debe tener su alcance limitado por las realizaciones
especificas descritas en el presente. En verdad, varias modificaciones de la presente invencion
aparte de las descritas seran evidentes para los expertos en la materia por la descripcion arriba y

las figuras adjuntas. Esas modificaciones se destinan a encuadrarse en el alcance de las
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reivindicaciones adjuntas.

[00443] Todas las referencias (por ejemplo, publicaciones, patentes o pedidos de patente)
mencionadas en el presente son integralmente incorporadas al presente por referencia y para
todos los propositos, de la misma forma como si cada referencia individual (por ejemplo,
publicacién, patente o pedido de patente) hubiera sido especificamente e individualmente
indicada como integralmente incorporada por referencia para todos los propdsitos.

[00444] Otras realizaciones encuéntranse en las reivindicaciones abajo.
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