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DESCRIPCION
Composiciones de antagonistas de PD-1 y métodos de uso
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones terapéuticas que contienen un compuesto que impide la
transduccion de sefales inhibidoras en células T en combinacion con agentes de potenciacién y al uso de dichos
componentes juntos o por separado para la induccion de respuestas de células T valiosas en la terapia de
enfermedades.

Antecedentes de la invencion

La respuesta de linfocitos T frente a estados patoldgicos, tales como infeccion y enfermedades crénicas tales como
cancer, es complicada e implica interacciones intercelulares y la produccion de mediadores solubles (denominados
citocinas o linfocinas). La activacion de células T depende normalmente de una sefal especifica de antigeno tras el
contacto del receptor de células T (TCR) con un péptido antigénico presentado a través del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) mientras que el grado de esta reaccion se controla mediante sefales independientes de
antigeno positivas y negativas que surgen de una variedad de moléculas coestimuladoras. Estas ultimas son
comunmente miembros de la familia de CD28/B7. A la inversa, la muerte programada 1 (PD-1) es un miembro de la
familia de CD28 de receptores que suministra una respuesta inmunitaria negativa cuando se induce en células T. El
contacto entre PD-1 y uno de sus ligandos (B7-H1 o B7-DC) induce una respuesta inhibidora que disminuye la
multiplicacion de células T y/o la intensidad y/o duracién de una respuesta de células T.

Por tanto, la respuesta de linfocitos T se regula mediante diversos factores, incluyendo moléculas de superficie
celular que actdan como receptores, en las que estas Ultimas incluyen tanto el complejo de TCR asi como otras
moléculas de superficie.

En resumen, una respuesta de células T especifica de antigeno esta mediada por dos sefales: 1) acoplamiento del
TCR con péptido antigénico presentado en el contexto de HC (sefal 1), y 2) una segunda sefal independiente de
antigeno suministrada por el contacto entre diferentes pares de receptor/ligando (sefial 2). Esta “segunda sefial” es
critica para determinar el tipo de respuesta de células T (activacion frente a tolerancia) asi como la intensidad y
duracién de esa respuesta, y se regula mediante sefales tanto positivas como negativas de moléculas
coestimuladoras, tales como la familia de B7 de proteinas.

La ruta coestimuladora de células T mas extensamente caracterizada es B7-CD28, en la que B7-1 (CD80) y B7-2
(CD86) se acoplan cada uno al receptor CD28 estimulador y al receptor de CTLA-4 (CD152) inhibidor. Junto con la
sefalizacion a través del receptor de células T, la union de CD28 aumenta la proliferacién especifica de antigeno de
células T, potencia la produccién de citocinas, estimula la diferenciacién y la funcién efectora, y promueve la
supervivencia de células T (Lenshow, et al., Annu. Rev. Immunol., 14:233-258 (1996); Chambers y Allison, Curr.
Opin. Immunol., 9:396-404 (1997); y Rathmell y Thompson, Annu. Rev. Immunol., 17:781-828 (1999)). En cambio,
se piensa que la sefalizacién a través de CTLA-4 suministra una sefal negativa que inhibe la proliferacion de
células T, la produccion de IL-2 y la progresién del ciclo celular (Krummel y Allison, J. Exp. Med., 183:2533-2540
(1996); y Walunas, et al., J. Exp. Med., 183:2541-2550 (1996)). Otros miembros de la familia de B7 de moléculas
coestimuladoras incluyen B7-H1 (Dong, et al., Nature Med., 5:1365-1369 (1999); y Freeman, et al., J. Exp. Med.,
192:1-9 (2000)), B7-DC (Tseng, et al., J. Exp. Med., 193:839-846 (2001); y Latchman, et al., Nature Immunol., 2:261-
268 (2001)), B7-H2 (Wang, et al., Blood, 96:2808-2813 (2000); Swallow, ef al., Immunity, 11:423-432 (1999); y
Yoshinaga, et al., Nature, 402:827-832 (1999)), B7-H3 (Chapoval, et al., Nature Immunol., 2:269-274 (2001)) y B7-
H4 (Choi, et al., J. Immunol., 171:4650-4654 (2003); Sica, et al., Immunity, 18:849-861 (2003); Prasad, et al.,
Immunity, 18:863-873 (2003); y Zang, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 100:10388-10392 (2003)). B7-H5 (descrito
en el documento WO 2006/012232) es un miembro recién descubierto de la familia de B7.

Las moléculas de la familia de B7 tienen un dominio IgC (constante) proximal a la membrana y un dominio IgV
(variable) distal a la membrana. La familia de tipo CD28 de receptores para estos ligandos comparten un dominio de
tipo IgV extracelular comun. Las interacciones de pares de receptor-ligando estan mediadas predominantemente a
través de residuos en los dominios IgV de los ligandos y receptores (Schwartz, et al., Nature Immunol., 3:427-434
(2002)). En general, se describe que los dominios IgV tienen dos laminas que contienen, cada una, una capa de
cadenas B (Williams y Barclay, Annu. Rev. Immunol., 6:381-405 (1988)). Las laminas delantera y trasera de CTLA-4
contienen cadenas A'‘GFC’C y ABEDC, respectivamente (Ostrov, et al., Science, 290:816-819 (2000)), mientras que
las laminas delantera y trasera de los dominios IgV de B7 estan compuestas por cadenas AGFCC'C” y BED,
respectivamente (Schwartz, et al.,, Nature, 410:604-608 (2001); Stamper, et al., Nature, 410:608-611 (2001); e
Ikemizu, et al., Immunity, 12:51-60 (2000)). Analisis cristalograficos revelaron que la superficie de contacto de unién
de CTLA-4/B7 estd dominada por la interaccion del bucle andlogo a CDR3 de CTLA-4, compuesto por un motivo
MYPPPY, con una superficie en B7 formada predominantemente por las cadenas G, F, C, C' y C” (Schwartz, et al.,
Nature, 410:604-608 (2001); y Stamper, et al., Nature, 410:608-611 (2001)). Datos de homologias de aminoacidos,
mutaciéon y modelado informatico apoyan el concepto de que este motivo también es un sitio de unién a B7 principal
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para CD28 (Bajorath, et al., J. Mol. Graph. Model., 15:135-139 (1997)). Aunque el motivo MYPPPY no esta
conservado en ICOS, el receptor para B7-H2, estudios han indicado que un motivo relacionado que tiene la
secuencia FDPPPF y ubicado en la posiciéon analoga es un determinante principal para la unién de ICOS a B7-H2
(Wand, et al., J. Exp. Med., 195:1033-1041 (2002)).

B7-DC (también denominado PD-L2 o CD273) es un miembro relativamente nuevo de la familia de B7, y tiene una
secuencia de aminoacidos que es idéntica en aproximadamente el 34% a B7-H1 (también denominado PD-L1). Los
ort6logos de B7-DC de ser humano y de ratdn comparten una identidad de aminoacidos de aproximadamente el
70%. Aunque se encuentran transcritos de B7-H1 y B7-DC en diversos tejidos (Dong, et al., Nature Med., 5:1365-
1369 (1999); Latchman, et al, Nature Immunol., 2:261-268 (2001); y Tamura, Blood, 97:1809-1816 (2001)), los
perfiles de expresién de las proteinas son bastante distintos. B7-H1 se expresa ampliamente en una amplia variedad
de tipos de tejidos y células, mientras que la expresion de B7-DC se limita predominantemente a macréfagos y
células dendriticas (DC) activadas.

Se ha mostrado que tanto B7-H1 como B7-DC se unen a PD-1 (Freeman, et al., J. Exp. Med., 192:1027-1034
(2000)), un miembro distante de la familia de CD28 con un motivo inhibidor de inmunorreceptor basado en tirosina
(ITIM) en su dominio citoplasmatico (Ishida, et al., EMBO J., 11:3887-3895 (1992)). PD-1, un miembro de la familia
de CD28 de receptores, se expresa de manera inducible en células T activadas, células B, linfocitos citoliticos
naturales (NK), monocitos, DC y macroéfagos (Keir, et al Curr. Opin. Immunol. 19:309-314 (2007)).

El principal resultado de la unién a PD-1 por parte de sus ligandos es inhibir la sefializacion posterior al receptor de
células T (TCR). Por tanto, la transduccion de sefiales a través de PD-1 proporciona habitualmente una sefal
supresora o inhibidora a la célula T que da como resultado una disminucién de la proliferaciéon de células T u otra
reduccion en la activacion de células T. B7-H1 es el ligando de PD-1 predominante que provoca la transduccion de
sefales inhibidoras en células T. Las presentes divulgaciones solucionan el problema de inhibicion de células T no
deseada proporcionando agentes que se unen a PD-1 y por tanto impiden la transduccion de sefales inhibidoras, o
bien se unen a ligandos de PD-1 tales como B7-H1, impidiendo asi que el ligando se una a PD-1 para suministrar
una sefal inhibidora. En cualquier caso, se estimulan respuestas de células T, tales como proliferaciéon o activacion
de células T.

B7-H1 es el ligando de PD-1 predominante, probablemente debido a su distribucién mas amplia y sus niveles de
expresion superiores. La inhibicion de PD-1 sé6lo se produce cuando PD-1 y TCR estan ligados en estrecha
proximidad uno a otro, en el contexto de la sinapsis inmunitaria. PD-1 y sus ligandos han sido el objeto de varios
articulos de revision.

B7-H1 también se sobreexpresa en muchos canceres (incluyendo cancer de mama, cancer de colon, cancer de
esofago, cancer gastrico, glioma, leucemia, cancer de pulmén, melanoma, mieloma madltiple, cancer de ovarios,
cancer de pancreas, carcinoma de células renales y cancer urotelial), y se ha asociado con un mal pronéstico. B7-
H1 se expresa por muchas lineas de células tumorales, especialmente tras la estimulacion con interferén gamma
(IFN-vy), y también se regula por incremento en células supresoras derivadas de la linea mieloide (MDSC) infiltrantes
de tumores. Por ejemplo, PD-1 se regula por incremento en células T CD8 especificas de tumor y esta asociado con
una insuficiencia funcional, anergia, agotamiento y apoptosis. La regulacion por incremento de PD-1 también se ha
asociado con fenotipos disfuncionales y/o supresores en tipos de células adicionales, tales como células T
reguladoras (Treg) y linfocitos citoliticos naturales T (NKT).

Las presentes divulgaciones usan tales funciones moleculares proporcionando regimenes de tratamiento para tratar
enfermedades mediante aumento de la actividad de células T, especialmente cancer y enfermedades infecciosas.

Breve sumario de la invencion

La invencién es tal como se define en las reivindicaciones adjuntas. En un aspecto, las presentes divulgaciones se
refieren a un método de aumento de las respuestas de células T, por ejemplo, frente a un antigeno, en un mamifero
que necesita tal aumento, que comprende administrar a dicho mamifero un compuesto que reduce la transduccion
de sefiales inhibidoras en células inmunitarias, especialmente células T, y un agente de potenciacion, en el que
dicho régimen de tratamiento es eficaz para aumentar la respuesta de células T de dicho mamifero.

Los compuestos Utiles en el régimen de tratamiento de las divulgaciones incluyen aquellos que se unen a, y
bloguean, receptores de PD-1 en células T sin desencadenar la transduccion de sefales inhibidoras, compuestos
que se unen a ligandos de PD-1 para impedir su uniéon a PD-1, compuestos que hacen ambas cosas y compuestos
que impiden la expresion de genes que codifican para o bien PD-1 o bien ligandos naturales de PD-1. Tales
compuestos se denominan en el presente documento “antagonistas de PD-1". Los compuestos que se unen a
ligandos naturales de PD-1 incluyen el propio PD-1, asi como fragmentos activos de PD-1, y en el caso del ligando
B7-H1, proteinas B7.1 y fragmentos. Tales antagonistas incluyen proteinas, anticuerpos, moléculas antisentido y
pequefios compuestos organicos. En una realizacion preferida, dicha respuesta de células T es mayor que la
producida por cualquiera de dicha proteina de fusién de antagonista de PD-1 o dicho agente de potenciacion cuando
se administran sin el otro.
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En otra realizacion, compuestos Utiles en los métodos de las divulgaciones son aquellos que se unen a moléculas de
superficie de células T tales como CTLA4 para impedir las sefiales inhibidoras desencadenadas por la unién de
ligandos naturales del mismo o que se unen a dichos ligandos naturales. Tales antagonistas incluyen proteinas,
anticuerpos, moléculas antisentido y pequefios compuestos organicos.

En una realizacion general, los compuestos Utiles en regimenes de tratamiento y composiciones de las presentes
divulgaciones incluyen aquellos que se unen a PD-1 sin desencadenar, inducir, aumentar, facilitar y/o permitir la
unién conjunta de PD-1 con TCR.

Los compuestos preferidos de las divulgaciones que impiden la transduccién de sefales inhibidoras a través de PD-
1 y por tanto actian como antagonistas de PD-1 incluyen, pero no se limitan a, polipéptidos de B7-DC,
especialmente porciones solubles de los mismos, incluyendo fragmentos activos de los mismos, variantes y
homologos de los mismos, asi como proteinas de fusién que incorporan cualquiera de los anteriores, que se unen a
PD-1 sin desencadenar la transduccién de sefales inhibidoras. En realizaciones preferidas, B7-DC comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, 2, 3 6 4. Tales compuestos preferidos son aquellos que incorporan el
dominio soluble de B7-DC (es decir, sin secuencia transmembrana). Los fragmentos adecuados de polipéptidos de
B7-DC incluyen fragmentos que contienen los dominios IgV y/o IgC o fragmentos que contienen sélo el dominio IgV,
siendo esto ultimo una realizacion preferida, siendo los aminoacidos 20-121 de SEQ ID NO: 1 un ejemplo preferido
de un dominio IgV.

Los antagonistas de PD-1 preferidos de las divulgaciones también incluyen, pero no se limitan a, fragmentos activos
de ligandos naturales de PD-1, tales como polipéptidos de B7-H1 (dados a conocer en la patente estadounidense n.°
6.803.192, incorporada como referencia en el presente documento en su totalidad), especialmente porciones
solubles de los mismos, incluyendo variantes y homélogos de los mismos, asi como proteinas de fusion que
incorporan cualquiera de los anteriores, que se unen a PD-1 sin desencadenar la transduccion de sefales
inhibidoras.

Los compuestos preferidos de las divulgaciones también incluyen, pero no se limitan a, compuestos, incluyendo
fragmentos activos, variantes y homélogos, que se unen a ligandos naturales de PD-1, tales como fragmentos de
B7-1 que se unen a B7-H1, asi como proteinas de fusién que incorporan cualquiera de los anteriores, que se unen a
ligandos de PD-1 para impedir que estos ultimos se unan a PD-1 para desencadenar la transduccion de sefales
inhibidoras.

En otra realizacion de las divulgaciones, las composiciones y los métodos de uso de las mismas incluyen una
combinacion de un antagonista de receptor de PD-1 que se une a, y bloquea, el receptor de PD-1, y un antagonista
de receptor de PD-1 separado que se une a, y bloquea, ligandos de receptor de PD-1. Otra realizacion de la
presente invenciéon proporciona antagonistas de receptor de PD-1 que se unen al receptor de PD-1 sin
desencadenar la transduccién de sefales inhibidoras a través del receptor de PD-1 y también tienen la capacidad
para unirse a, y antagonizar, ligandos de receptor de PD-1, tales como B7-H1, que de lo contrario desencadenarian
la transduccién de sefales inhibidoras a través del receptor de PD-1. Otros antagonistas de receptor de PD-1
contemplados incluyen anticuerpos biespecificos que pueden unirse tanto al receptor de PD-1 como a ligandos de
receptor de PD-1.

Las realizaciones preferidas de compuestos Utiles en las presentes divulgaciones también incluyen anticuerpos que
se unen a PD-1 o CTLA4, reduciendo asi, o eliminando, la transduccién de sefales inhibidoras mediada por esas
fuentes.

Los compuestos preferidos para su uso en los métodos de las divulgaciones también incluyen, pero no se limitan a,
fragmentos activos de ligandos de CTLA4 (tales como B7-1 y B7-2) que se unen a CTLA4 para reducir sefiales
inhibidoras posteriores pero que no se unen a CD28 ni inhiben de otro modo la transduccién de sefnales positivas por
CD28.

Los compuestos preferidos de las divulgaciones que impiden la transduccién de sefales inhibidoras a través de PD-
1 y por tanto actian como antagonistas de PD-1 incluyen, pero no se limitan a, antagonistas de B7-DC,
especialmente porciones solubles de los mismos, incluyendo fragmentos activos de los mismos, variantes y
homologos de los mismos, asi como proteinas de fusién que incorporan cualquiera de los anteriores, que se unen a
B7-DC.

En una realizacion de las divulgaciones, los polipéptidos de B7-DC, fragmentos o variantes de los mismos se
acoplan a otros polipéptidos para formar proteinas de fusién que antagonizan el receptor de PD-1 uniéndose al
receptor de PD-1 sin provocar la transduccion de sefales inhibidoras a través de PD-1, reduciendo asi, o
interfiriendo con, la union del ligando a PD-1, particularmente la unién de B7-H1, e interfiiendo asi con la
transduccion de sefiales inhibidoras a través del receptor de PD-1. Ejemplos de proteinas de fusion de la invencién
son polipéptidos que comprenden la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 9, 10, 12 6 13, asi como homdlogos
de los mismos. En una realizacion preferida, la totalidad o una porcién del dominio extracelular (ECD) de B7-DC es
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parte de una proteina de fusion en la que esta unido a un segundo polipéptido que contiene una porcién de Fc de
una inmunoglobulina. Un ejemplo preferido de esto es B7-DC-Ig, especialmente cuando esta estructura forma parte
de un homodimero en el que dos moléculas de B7-DC-Ig se unen entre si, tal como mediante una unién disulfuro.

En realizaciones especificas de las divulgaciones, los fragmentos Utiles en los compuestos de la invencién consisten
en al menos 10, 15, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o mas aminoacidos contiguos de un polipéptido que tiene la actividad
antagonista deseada. Tales fragmentos también son comiunmente parte de proteinas de fusion para su uso en la
invencion.

En otro aspecto, las presentes divulgaciones se refieren a un método de aumento de las respuestas de células T en
un mamifero que lo necesita, que comprende administrar a dicho mamifero un régimen de tratamiento eficaz que
comprende un anticuerpo anti-PD-1 y un agente de potenciacién, en el que dicho régimen de tratamiento es eficaz
para aumentar la respuesta de células T de dicho mamifero.

En otro aspecto, las presentes divulgaciones se refieren a un método de aumento de las respuestas de células T en
un mamifero que lo necesita, que comprende administrar a dicho mamifero un régimen de tratamiento eficaz que
comprende un inmunomodulador, y un agente de potenciacion, en el que dicho régimen de tratamiento es eficaz
para aumentar la respuesta de células T de dicho mamifero. Tales inmunomoduladores incluyen moléculas que
antagonizan otros receptores de la familia de CD28 (tales como CTLA4) que inhiben las respuestas de células T.
Una realizacion preferida usa un anticuerpo anti-CTLA4 y un agente de potenciacién. Los inmunomoduladores
adicionales incluyen: moléculas que agonizan receptores de la familia de CD28 (tales como CD28 e ICOS) que
activan respuestas de células T; moléculas que antagonizan ligandos de la familia de B7 (tales como B7-H1, B7-DC,
B7-H4) que inhiben respuestas de células T; y moléculas que agonizan ligandos de la familia de B7 (tales como B7.1
y B7.2) que activan respuestas de células T.

En realizaciones adicionales de cualquiera de los métodos de la invencién, el régimen de tratamiento de una
proteina de fusién antagonista de PD-1 y un agente de potenciacién comprende ademas al menos un agente
terapéutico adicional. Los agentes terapéuticos adicionales contemplados incluyen agentes inmunomoduladores.
Los agentes inmunomoduladores a modo de ejemplo para tales métodos incluyen anticuerpos anti-PD-1 y anti-
CTLAA4.

En una realizacién de la invencion, el agente de potenciacion se selecciona de ciclofosfamida y andlogos de
ciclofosfamida, sunitinib (Sutent), anticuerpo anti-TGFB e imatinib (Gleevac), antraciclinas, oxaliplatino, doxorubicina.
Otros agentes de potenciacion dados a conocer, pero no reivindicados, incluyen: (un inhibidor de la mitosis, tal como
paclitaxel, un inhibidor de aromatasa, tal como letrozol, un antagonista de receptor de adenosina A2a (A2AR), un
inhibidor de la angiogénesis), antagonistas de TLR4 y antagonistas de IL-18. Algunos de estos agentes reducen el
namero de Treg (es decir, linfocitos T reguladores o T-reg) dentro del microentorno tumoral.

En otra realizacion, las composiciones de la invencién contemplan especificamente el uso de cualquier adyuvante
adecuado como parte de dicho método y/o dicha composicién.

Segun la invencién, pueden ponerse en contacto células T con proteina de fusién antagonista de receptor de PD-1
y/o composiciones de la misma que contienen un agente de potenciacion in vitro, ex vivo o in vivo. La puesta en
contacto de células T usando proteinas de fusién antagonistas de receptor de PD-1 y/o composiciones de las
mismas que contienen un agente de potenciacién puede producirse antes, durante o después de la activacion de la
célula T.

En una realizacion especifica, una proteina de fusion que impide o reduce la transduccion de sefales inhibidoras a
través de PD-1 y el agente de potenciacion se administran en momentos diferentes, tal como cuando el agente de
potenciacion se administra antes de administrar el antagonista de PD-1. Tal administracién puede realizarse junto
con un agente terapéutico adicional.

En realizaciones especificas de una composicién para su uso en un método de la invencién, el régimen de
tratamiento incluye la administracion del agente de potenciacién al menos 1 hora, o al menos 2 horas, o al menos 3
horas, o al menos 5 horas, o al menos 10 horas, o al menos 15 horas, o al menos 20 horas, o al menos 24 horas, o
al menos 30 horas antes de administrar la proteina de fusién. También se da a conocer la administracion del agente
de potenciacién en uno de los momentos mencionados anteriormente o incluso mas tiempo antes de administrar
cualquiera o la totalidad del antagonista de PD-1, el anticuerpo anti-PD-1, el anticuerpo anti-CTLA4 y/o agentes
terapéuticos adicionales. La administracion del agente de potenciacion también puede producirse después de
administrar cualquiera o la totalidad del antagonista de PD-1, el anticuerpo anti-PD-1, el anticuerpo anti-CTLA4 y/o
agentes terapéuticos adicionales, tal como no méas de 1 hora, 2 horas, 3 horas, 5 horas, 10 horas, 15 horas, 20
horas, 24 horas o incluso hasta 30 horas después de administrar un antagonista de PD-1, o puede producirse junto
con la administracion del antagonista de PD-1.

El aumento de la respuesta de células T logrado como resultado de las composiciones de la invencién es suficiente
para tratar una enfermedad, incluyendo una o mas de cancer, infeccion viral, infeccién bacteriana e infeccién
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parasitaria. Cuando la enfermedad es cancer, tal cancer es uno cualquiera 0 mas de cancer de vejiga, de cerebro,
mama, de cuello uterino, colorrectal, de eséfago, de rifidn, de higado, de pulmén, nasofaringeo, de pancreas, de
prostata, de piel, de estémago, uterino, de ovarios, de testiculos o hematoldgico.

En otro aspecto, la presente divulgacion incluye composiciones de los antagonistas usados en los métodos de la
invencion, en un portador farmacéuticamente aceptable y en las que dicha molécula de union a PD-1 y dicho agente
de potenciacién estan presentes cada uno en una cantidad eficaz para producir un aumento de la estimulacién de
células T.

En una realizacién preferida, la invencién incluye kits médicos que comprenden recipientes que contienen uno 0 mas
de los agentes para su uso en la invencion junto con portadores farmacéuticos para la dilucién de los mismos e
instrucciones de administracion. Ademas, se da a conocer que tanto dicho antagonista de receptor de PD-1 como el
agente de potenciacién pueden estar presentes como componentes en un Unico recipiente, en un portador
farmacéuticamente aceptable, cuando dichos componentes deben administrarse al mismo tiempo.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra que B7-DC-Ig se une a PD-1. Se incub6 B7-DC-Ig marcada a diversas concentraciones con una
linea celular CHO que expresaba constitutivamente PD-1 o células CHO originales que no expresaban PD-1. Se
analiz6 la unién mediante citometria de flujo. Se muestra la mediana de la intensidad de fluorescencia (MFI) de B7-
DC-Ig (eje de las y) como funcién de la concentracion de sonda (eje de las x). B7-DC-Ig se une a células CHO.PD-1
(circulo negro) pero no a células CHO sin transfectar (tridngulo gris).

La figura 2 muestra que B7-DC-Ig compite con B7-H1 por la unién a PD-1. En primer lugar se incub6 B7-DC-Ig sin
marcar a diversas concentraciones con una linea celular CHO que expresaba constitutivamente PD-1 antes de
anadir B7-H1-Ig marcada a la mezcla de células. Se muestra la mediana de la intensidad de fluorescencia (MFI) de
B7-H1-Ig (eje de las y) como funcién de la concentracion de agente de competencia B7-DC-Ilg sin marcar (eje de las
x) afiadida. A medida que se aumenta la concentraciéon de B7-DC-Ig sin marcar disminuye la cantidad de B7-H1-Ig
marcada unido a células CHO, demostrando que B7-DC-Ig compite con B7-H1 por la unién a PD-1.

La figura 3 muestra los resultados de experimentos en los que la combinacion de ciclofosfamida (CTX o Cytoxan®) y
B7-DC-Ig murina dimérica dio como resultado la erradlcamon de tumores CT26 establecidos (carcinoma de colon) en
ratones. El grafico A muestra el volumen tumoral (mm°) frente a los dias tras la exposicion a tumor en ratones
tratados con 100 mg/kg de CTX en el dia 10 mientras que el grafico B muestra el volumen tumoral (mm?®) frente a los
dias tras la exposicion a tumor en ratones tratados con CTX en el dia 10 seguido un dia después por la primera
administracion de B7-DC-lg. Cada linea en cada grafico representa un ratéon. La flecha negra representa la
administracion de B7-DC-Ig. El grafico C muestra el volumen tumoral promedio.

La figura 4 muestra los resultados de experimentos en los que la combinaciéon de CTX y B7-DC-Ig murina dimérica
erradicé tumores CT26 establecidos (carcinoma de colon) en ratones y protegi6 frente a la nueva exposicion a CT26.
Ratones que se trataron con CTX y B7-DC-Ig y se encontr6 que estaban libres de crecimiento tumoral en el dia 44
tras la inoculaciéon tumoral volvieron a exponerse a tumores. Posteriormente volvieron a exponerse de nuevo los
ratones en el dia 70. Ninguno de los ratones present6 crecimiento tumoral en el dia 100.

La figura 5 muestra que el tratamiento con CTX y B7-DC-Ig dio como resultado la generacién de CTL de memoria
especificos de tumor. Los ratones que erradicaron tumores subcutaneos CT26 establecidos tras el tratamiento con
CTX y B7-DC-Ig volvieron a exponerse a células CT26. Siete dias después, se aislaron esplenocitos y se pulsaron o
bien con ovoalbimina, un péptido irrelevante, o bien con AH1, un péptido especifico de CT26. Se tifieron en primer
lugar las células con anticuerpo anti-CD8 seguido por tincién intracelular con anticuerpo anti-IFNy antes del analisis
de FACS.

La figura 6 muestra los efectos de diferentes dosis de B7-DC-Ig en combinacion con CTX sobre la erradicacion de
tumores CT26 establecidos en ratones. En ratones Balb/C de 9 a 11 semanas de edad se implantaron por via
subcutanea 1EO05 células CT26. En el dia 9, se inyectaron i.p. a los ratones 100 mg/kg de CTX. Veinticuatro horas
después, en el dia 10, se trataron los ratones con 30, 100 6 300 ug de B7-DC-Ig seguido por 2 inyecciones cada
semana hasta un total de 8 tratamientos. Se midié el crecimiento tumoral dos veces por semana.

La figura 7 muestra los resultados de experimentos en los que la combinacion de CTX y anticuerpo anti-PD-1 dio
como resultado la erradicacién de tumores CT26 establecidos (carcinoma de colon) en ratones. El grafico A muestra
el volumen tumoral (mm?) frente a los dias tras la exposicion a tumor en ratones sin tratar (es decir, ratones tratados
con vehiculo solo), el grafico B muestra el volumen tumoral (mm?®) frente a los dias tras la exposicién a tumor en
ratones tratados con anti-PD-1 solo comenzando en el dia 11 a 300 pg por inyeccion, 3 veces por semana, hasta 12
inyecciones y el grafico C muestra el volumen tumoral (mm®) frente a los dias tras la exposicion a tumor en ratones
tratados con CTX en el dia 11 y la primera administracién de anticuerpo anti-PD-1 en el dia 12 a 300 pg por
inyeccion, 3 veces por semana, hasta 12 inyecciones. Cada linea en cada grafico representa un ratén. La flecha
negra representa la administraciéon de anticuerpo anti-PD-1.
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La figura 8 muestra los resultados de experimentos en los que la combinacién de CTX y anticuerpo anti-CTLA4 dio
como resultado la erradicacién de tumores CT26 establecidos (carcinoma de colon) en ratones. En este caso, el
grafico A muestra el volumen tumoral (mms) frente a los dias tras la exposicion a tumor en ratones tratados con
100 mg/kg de CTX en el dia 11 mientras que el grafico B muestra el volumen tumoral (mm3) frente a los dias tras la
exposicion a tumor en ratones tratados con CTX en el dia 11 y anticuerpo anti-CTLA4 en el dia 12 a 100 pg por
inyeccion, 2 veces por semana, hasta 8 inyecciones. Cada linea en cada grafico representa un ratén. La flecha
negra representa la administracion de anticuerpo anti-CTLA-4.

La figura 9 muestra los resultados de experimentos en los que en ratones Balb/C de 9 a 11 semanas de edad se
implantaron 1 X 10° células CT26 por via subcutanea. En el dia 9, se inyectaron a los ratones 100 mg/kg de CTX,
i.p. Veinticuatro horas después, en el dia 10, se trataron los ratones con 100 ug de B7-DC-Ig. Hubo 5 grupos:
ratones sin tratamiento previo que no recibieron ninguna célula tumoral, con inyeccion de vehiculo, CTX solo, CTX +
B7-DC-Ig o B7-DC-Ig sola. Se retiraron del estudio dos ratones sin tratamiento previo y 4 ratones de los otros grupos
en el dia 11 (2 dias tras CTX) y el dia 16 (7 dias tras CTX) para el analisis de células T. El panel de la izquierda
muestra que en el dia 11, 2 dias tras la inyeccién de CTX, Treg en el bazo de los ratones con tratamiento con CTX
era significativamente menor que en los ratones con implantacion tumoral y en los que se inyecté vehiculo. El panel
de la derecha muestra que en el dia 16, 7 dias tras CTX y 6 dias tras el tratamiento con B7-DC-lg, B7-DC-Ig redujo
significativamente las células T CD4+ que con expresion alta de PD-1. Esto se observé tanto en los ratones tratados
con B7-DC-Ig como en los tratados con CTX + B7-DC-Ig. Los ratones en los que se implantaron células tumorales
tendian a tener mas células T PD-1+/CD4+ en el LN de drenaje en comparacion con ratones sin tratamiento previo.

La figura 10 muestra los resultados de experimentos en los que la combinacién de CTX y B7-DC-Ig dio como
resultado un aumento de la supervivencia en ratones con inyeccién en la vena de la cola de una linea celular de
tumor de préstata de ratén. Se aislaron células SP-1 de pulmones de ratdon que se metastatizaron a E)artir de
inyeccion de células de tumor de préstata TRAMP. En primer lugar se inyectaron a ratones B10.D2 3x10” células
SP-1 mediante inyeccién en la vena de la cola. En los dias 5, 12 y 19, se inyectaron a los ratones 50 mg/kg de CTX
cuando se indic6. En los dias 6, 13 y 20, se administraron a los ratones 5 mg/kg de B7-DC-Ig cuando se indicé. En
este caso, “NT” se refiere a “no tratado”.

En la figura 11, a ratones Balb/C de 11-13 semanas de edad se les administraron metéstasis hepaticas aisladas
usando una técnica de inyeccién en medio bazo. Se dividieron los bazos de ratones anestesiados en dos mitades y
se sujetaron con grapas las mitades. Se inyectaron células CT26 (1E05) en medio bazo, y tras 30 segundos, se
resecO ese medio bazo y se sujeté con grapas la vena de drenaje esplénica. En el dia 10, los ratones recibieron 1
inyeccién de CTX a 50 mg/kg, i.p. Veinticuatro horas después, en el dia 11, se trataron los ratones con Listeria
recombinante que portaba péptido AH1, un epitopo inmunodominante de CT26, a 0,1 x DLso (1 x 10" UFC), y
después en los dias 14 y 17. También se trataron los ratones con B7-DC-Ig en el dia 11 y después en el dia 18. Se
monitorizé la supervivencia global de ratones.

Definiciones

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen los mismos significados que los entendidos cominmente por un experto en la técnica a la que pertenece la
invencion divulgada. En particular, los siguientes términos y frases tienen el siguiente significado.

Se pretende que el término “transduccion de sefales inhibidoras” signifique cualquier transduccién de sefiales que
tiene el efecto de eliminar, o reducir de otro modo, las respuestas de células T frente a un antigeno, ya sea mediante
reduccion de la proliferacién de células T o mediante cualquier otro mecanismo inhibidor, mediante lo cual se
disminuye el grado o la duracién de una respuesta de células T inmunogénicas. Tal transduccion de sefales
inhibidoras puede deberse a la uniéon de PD-1 a un ligando natural, tal como unién de PD-1 a B7-H1 o algun otro
miembro de esta clase de ligandos, B7-DC, o puede deberse a la unién de CTLA4 a ligandos, tales como B7-1 o B7-
2. En general, los compuestos de las divulgaciones reducen tal transduccion de sefales inhibidoras e incluyen, pero
no se limitan a, antagonistas de PD-1 y antagonistas de CTLA4.

El término “antagonista de PD-1” significa cualquier molécula que atenua la transduccioén de sefales inhibidoras
mediada por PD-1, encontrada sobre la superficie de células T, células B, linfocitos citoliticos naturales (NK),
monocitos, DC y macréfagos. Un antagonista de este tipo incluye una molécula que altera cualquier sefial inhibidora
generada por una molécula de PD-1 en una célula T. En ejemplos especificos de las divulgaciones, un antagonista
de PD-1 es una molécula que inhibe, reduce, elimina o reduce de otro modo la transduccién de sefales inhibidoras a
través de la ruta de sefalizacién de receptor de PD-1. Tal disminucién puede dar como resultado que: (i) el
antagonista de PD-1 de la invencion se une a un receptor de PD-1 sin desencadenar transduccion de senales, para
reducir o bloguear la transduccién de sefales inhibidoras; (ii) el antagonista de PD-1 se une a un ligando (por
ejemplo un agonista) del receptor de PD-1, impidiendo su unién al mismo (por ejemplo, en el que dicho agonista es
B7-H1); (iii) el antagonista de PD-1 se une a, o inhibe de otro modo la actividad de, una molécula que es parte de
una cadena reguladora que, cuando no se inhibe, tiene el resultado de estimular o facilitar de otro modo la
transduccion de sefales inhibidoras de PD-1; o (iv) el antagonista de PD-1 inhibe la expresion de un receptor de PD-
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1 0 el ligando de expresidn del mismo, especialmente reduciendo o eliminando la expresion de uno 0 mas genes que
codifican para PD-1 0 uno o mas de sus ligandos naturales. Por tanto, un antagonista de PD-1 de las divulgaciones
es una molécula que realiza una disminucién de la transduccién de sefnales inhibidoras de PD-1, aumentando asi la
respuesta de células T frente a uno o mas antigenos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “antagonista de CTLA4” significa un compuesto que reduce la
inhibicion de reacciones de células T mediada por CTLA4. Por ejemplo, en una célula T, CTLA4 suministra un
impulso inhibidor tras la unién de ligandos de B7, tales como B7-1 y B7-2. Un antagonista de CTLA4 es uno que
altera la union de dichos ligandos a CTLA4 en células T activadas. En una realizaciéon de las divulgaciones, el
antagonista es un anticuerpo anti-CTLA4 que se une a CTLA4 para impedir la unién de ligandos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “fragmento activo” se refiere a una porcién de un polipéptido
natural, o un polipéptido con alta homologia de secuencia (por ejemplo, una identidad de secuencia de aminoacidos
de al menos el 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 98% o el 99%) con respecto a un polipéptido natural y que muestra
actividad antagonista de PD-1, por ejemplo, uniéndose a PD-1 o uniéndose a un ligando de PD-1. En realizaciones
preferidas, un fragmento de este tipo consistira en el dominio extracelular (ECD) de una proteina B7-DC que se une
a PD-1, tal como SEQ ID NO: 3, preferiblemente los aminoacidos 20 a 221 de la misma. En el caso de polipéptido de
PD-1, un fragmento activo sera una porcion de dicho polipéptido que comprende un dominio de unién que se une a
un ligando natural de PD-1 para impedir la estimulacion de la transduccién de sefales inhibidoras mediada por PD-1
mediante dicho ligando. Los fragmentos activos pueden identificarse por su capacidad para competir con la molécula
de la que se derivan por la unién a un sitio de unién natural. Por ejemplo, los fragmentos activos competiran con B7-
DC de tipo natural por la unién a PD-1.

Con respecto a un anticuerpo, el término “fragmento activo” significa una porciéon de unién a antigeno de un
anticuerpo que es menor que una inmunoglobulina entera. Tales fragmentos incluyen fragmentos Fab y F(aby)’, que
pueden reaccionar con, y unirse a, cualquiera de los polipéptidos dados a conocer en el presente documento por ser
receptores o ligandos. Estos fragmentos Fab y F(ab’): carecen de la porcion Fc de un anticuerpo intacto, se aclaran
mas rapidamente de la circulacion y pueden tener menos unién a tejido no especifica que un anticuerpo intacto
(Wahl et al., J. Nuc. Med. 24:316-325 (1983)). También se incluyen fragmentos Fv (Hochman, J. et al. (1973)
Biochemistry 12:1130-1135; Sharon, J. et al. (1976) Biochemistry 15:1591-1594). Estos diversos fragmentos se
producen usando técnicas convencionales tales como escisién con proteasa o escision quimica (véase, por ejemplo,
Rousseaux et al., Met. Enzymol., 121:663-69 (1986)).

Tal como se usa en el presente documento, el término “porcion soluble” de un antagonista de PD-1 significa la
porcién del polipéptido de longitud completa que no incluye ninguna parte del segmento o la porcion transmembrana.
Por ejemplo, con respecto a B7-DC, una porcién soluble incluira la porcién extracelular (con o sin la secuencia sefal
N-terminal) pero no incluira ninguna parte de la porcién transmembrana (o, al menos, no lo suficiente como para
reducir la solubilidad). Por tanto, el ECD de B7-DC humano se muestra como SEQ ID NO: 3 y consiste en dominios
tanto de tipo IgV como de tipo IgC de la molécula de longitud completa (es decir, los aminoacidos 20-221 de la
secuencia de longitud completa (SEQ ID NO: 1).

Tal como se usa en el presente documento, un “polipéptido coestimulador” es un polipéptido que, tras la interaccion
con una molécula de superficie celular en células T, modula la actividad de la célula T. Por tanto, la respuesta de la
célula T puede ser una respuesta efectora (por ejemplo, CTL o célula B productora de anticuerpos), una respuesta
cooperadora que proporciona ayuda a una o mas respuestas efectoras (por ejemplo, CTL o célula B productora de
anticuerpos) o una respuesta supresora.

Tal como se usa en el presente documento, el término “régimen de tratamiento” se refiere a un tratamiento de una
enfermedad o a un método para lograr un cambio fisiolégico deseado, tal como aumento o disminucion de la
respuesta del sistema inmunitario frente a un antigeno o inmundégeno, tal como un aumento o disminucién del
namero o la actividad de una o mas células, o tipos de células, que participan en tal respuesta, en el que dicho
tratamiento o método comprende administrar a un animal, tal como un mamifero, especialmente un ser humano, una
cantidad suficiente de dos o mas agentes quimicos o componentes de dicho régimen para tratar eficazmente una
enfermedad o para producir dicho cambio fisiolégico, en el que dichos agentes quimicos o componentes se
administran juntos, tal como parte de la misma composicién, o se administran por separado y de manera
independiente al mismo tiempo o en momentos diferentes (es decir, la administraciéon de cada agente o componente
esta separada por un periodo de tiempo finito de uno o mas de los agentes o componentes) y en el que la
administracion de dicho uno 0 méas agentes o componentes logra un resultado mayor que el de cualquiera de dichos
agentes o componentes cuando se administran solos o de manera aislada.

Tal como se usa en el presente documento se pretende que el término “aislado” describa un compuesto de interés
(por ejemplo, o bien un polinucleétido o bien un polipéptido) que esta en un entorno diferente de aquél en el que el
compuesto se produce de manera natural, por ejemplo separado de su medio natural tal como mediante
concentracién de un péptido hasta una concentraciéon a la que no se encuentra en la naturaleza. Se pretende que
“aislado” incluya compuestos que estan dentro de muestras que estan sustancialmente enriquecidas para el
compuesto de interés y/o en las que el compuesto de interés esta parcial o sustancialmente purificado.
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Tal como se usa en el presente documento, el término “polipéptido” se refiere a una cadena de aminoacidos de
cualquier longitud, independientemente de la modificacion (por ejemplo, fosforilacion o glicosilacion). Un polipéptido
de la presente invencion puede ser un polipéptido recombinante, un polipéptido natural o un polipéptido sintético,
preferiblemente un polipéptido recombinante.

Tal como se usa en el presente documento, un polipéptido “variante” contiene al menos una alteracién de la
secuencia de aminoécidos en comparacion con la secuencia de aminoacidos del polipéptido de tipo natural
correspondiente.

Tal como se usa en el presente documento, una “alteracién de la secuencia de aminoacidos” puede ser, por
ejemplo, una sustitucién, una delecién o una inserciéon de uno o0 mas aminoacidos.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “porcién”, “segmento” y “fragmento”, cuando se usan en
relacion con polipéptidos, se refieren a una secuencia continua de residuos, tales como residuos de aminoacido,
secuencia que forma un subconjunto de una secuencia mayor. Por ejemplo, si se sometid6 un polipéptido a
tratamiento con cualquiera de las endopeptidasas comunes, tales como tripsina o quimotripsina, los oligopéptidos
resultantes de tal tratamiento representaran porciones, segmentos o fragmentos del polipéptido de partida. Por tanto,
un “fragmento” de un polipéptido se refiere a cualquier subconjunto del polipéptido que es un polipéptido mas corto
de la proteina de longitud completa. Generalmente, los fragmentos tendran cinco o mas aminoacidos de longitud.

Un derivado, analogo u homoélogo, de un polipéptido (o fragmento del mismo) de la invencion puede ser (i) uno en el
que uno o mas de los residuos de aminoacido se sustituyen por un residuo de aminoacido conservado o no
conservado (preferiblemente un residuo de aminoacido conservado) y tal residuo de aminoacido sustituido puede ser
uno codificado por el cédigo genético o no, o (ii) uno en el que uno o mas de los residuos de aminoacido incluyen un
grupo sustituyente, o (iii) uno en el que el polipéptido maduro se fusiona con otro compuesto, tal como un compuesto
para aumentar la semivida del polipéptido (por ejemplo, polietilenglicol), o (iv) uno en el que los aminoacidos
adicionales se fusionan con el polipéptido maduro, tal como una secuencia lider o secretora 0 una secuencia que se
emplea para la purificacién del polipéptido maduro o una secuencia de proproteina. Se considera que tales
derivados y analogos estan dentro del alcance de los expertos en la técnica a partir de las ensefianzas en el
presente documento.

Tal como se usa en el presente documento, “valencia” se refiere al nimero de sitios de unidén disponibles por
molécula.

Segun las presentes divulgaciones, el término “identidad en porcentaje” o “idéntico en porcentaje”, cuando se refiere
a una secuencia, significa que se compara una secuencia con una secuencia reivindicada o descrita tras la
alineacion de la secuencia que va a compararse (la “secuencia comparada”) con la secuencia descrita o reivindicada
(la “secuencia de referencia”). Entonces se determina la identidad en porcentaje segun la siguiente formula:

Identidad en porcentaje = 100 [1-(C/R)]

en la que C es el nimero de diferencias entre la secuencia de referencia y la secuencia comparada a lo largo de la
longitud de alineacién entre la secuencia de referencia y la secuencia comparada en la que (i) cada base o
aminodcido en la secuencia de referencia que no tiene una base o aminoacido alineado correspondiente en la
secuencia comparada y (ii) cada hueco en la secuencia de referencia y (iii) cada base o aminoacido alineado en la
secuencia de referencia que es diferente de una base o aminoacido alineado en la secuencia comparada,
constituyen una diferencia; y R es el nimero de bases o aminoacidos en la secuencia de referencia a lo largo de la
longitud de la alineacién con la secuencia comparada contdndose también cualquier hueco creado en la secuencia
de referencia como base o aminodcido. Si existe una alineacién entre la secuencia comparada y la secuencia de
referencia para la que la identidad en porcentaje calculada anteriormente es aproximadamente igual o superior a una
identidad en porcentaje minima especificada, entonces la secuencia comparada tiene la identidad en porcentaje
minima especificada con respecto a la secuencia de referencia aunque puedan existir alineaciones en las que la
identidad en porcentaje calculada anteriormente en el presente documento es inferior a la identidad en porcentaje
especificada.

Tal como se usa en el presente documento, el término “sustitucion de aminoacido conservativa” significa una
sustitucion en la que el aminodacido sustituido tiene propiedades estructurales o quimicas similares, y sustituciones
de aminoacidos “no conservativas” son aquellas en las que, con el cambio, se altera significativamente la
hidrofobicidad o el volumen ocupado del aminoacido sustituido. Las sustituciones no conservativas diferiran mas
significativamente en su efecto para mantener (a) la estructura del esqueleto del péptido en la zona de la sustitucién,
por ejemplo, como una conformacién en laminas o hélices, (b) la carga o hidrofobicidad de la molécula en el sitio
diana, o (c) el volumen ocupado de la cadena lateral. Los ejemplos de sustituciones de aminoacidos conservativas
incluyen aquellas en las que la sustitucion esta dentro de uno de los cinco grupos siguientes: 1) pequefios residuos
alifaticos, no polares o ligeramente polares (Ala, Ser, Thr, Pro, Gly); 2) residuos polares cargados negativamente y
sus amidas (Asp, Asn, Glu, Gin); residuos polares cargados positivamente (His, Arg, Lys); grandes residuos
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alifaticos, no polares (Met, Leu, lle, Val, Cys); y grandes residuos aromaticos (Phe, Tyr, Trp). Ejemplos de
sustituciones de aminodacidos no conservativas son aquellas en las que 1) un residuo hidréfilo, por ejemplo, serilo o
treonilo, se sustituye por un residuo hidréfobo, por ejemplo, leucilo, isoleucilo, fenilalanilo, valilo o alanilo (o
viceversa); 2) una cisteina o prolina se sustituye por cualquier otro residuo (o viceversa); 3) un residuo que tiene una
cadena lateral electropositiva, por ejemplo, lisilo, arginilo o histidilo, se sustituye por un residuo electronegativo, por
ejemplo, glutamilo o aspartilo (o viceversa); o 4) un residuo que tiene una cadena lateral voluminosa, por ejemplo,
fenilalanina, se sustituye por un residuo que no tiene una cadena lateral, por ejemplo, glicina (o viceversa).

Los términos ‘“individuo”, “huésped”, “sujeto” y “paciente” se usan de manera intercambiable en el presente
documento, y se refieren a un mamifero, incluyendo, pero sin limitarse a, primates, por ejemplo, seres humanos, asi
como roedores, tales como ratones y ratas, y otros animales de laboratorio.

Tal como se usa en el presente documento el término “cantidad eficaz” o “cantidad terapéuticamente eficaz” significa
una dosificacién suficiente para tratar, inhibir o aliviar uno o0 mas sintomas de un estado patolégico que esta
tratdndose o para proporcionar de otro modo un efecto farmacolégico y/o fisiolégico deseado, especialmente
potenciar la respuesta de células T frente a un antigeno seleccionado. La dosificacién precisa variara segun una
variedad de factores tales como variables dependientes del sujeto (por ejemplo, edad, salud del sistema inmunitario,
etc.), la enfermedad y el tratamiento que esté administrandose.

Tal como se usa en el presente documento “portador farmacéuticamente aceptable” incluye todos y cada uno de los
disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y de
retardo de la absorcion, y similares. El uso de tales medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas se
conoce bien en la técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio o agente convencional sea incompatible
con el compuesto activo, se contempla el uso del mismo en las composiciones terapéuticas. También pueden
incorporarse compuestos activos complementarios en las composiciones.

Se pretende que el término “anticuerpo” incluya tanto moléculas intactas asi como fragmentos de los mismos que
incluyen el sitio de unién a antigeno. La estructura de anticuerpo completo se facilita con frecuencia como HzlLz y se
refiere al hecho de que los anticuerpos comprenden cominmente 2 cadenas de aminoacidos ligeras (L) y 2 cadenas
de aminoéacidos pesadas (H). Ambas cadenas tienen regiones que pueden interaccionar con una diana antigénica
estructuralmente complementaria. Las regiones que interaccionan con la diana se denominan regiones “variables” o
“V” y se caracterizan por diferencias en la secuencia de aminodcidos de anticuerpos de diferente especificidad
antigénica. Las regiones variable de cadenas o bien H o bien L contienen las secuencias de aminoacidos que
pueden unirse especificamente a dianas antigénicas. Dentro de estas secuencias hay secuencias mas pequefas
denominadas “hipervariables” debido a su extremada variabilidad entre anticuerpos de diferente especificidad. Tales
regiones hipervariables también se denominan “regiones determinantes de la complementariedad” o regiones
“CDR?". Estas regiones CDR representan la especificidad basica del anticuerpo para una estructura de determinante
antigénico particular. Las CDR representan tramos no contiguos de aminoacidos dentro de las regiones variables
pero, independientemente de la especie, se ha encontrado que las ubicaciones de posicién de estas secuencias de
aminoacidos criticas dentro de las regiones variables de cadenas pesada y ligera tienen ubicaciones similares dentro
de las secuencias de aminoacidos de las cadenas variables. Las cadenas variables pesada y ligera de todos los
anticuerpos tienen cada una 3 regiones CDR, cada una no contigua con las deméas (denominadas L1, L2, L3, H1,
H2, H3) para las cadenas ligera (L) y pesada (H) respectivas. Las regiones CDR aceptadas se han descrito por
Kabat et al, J. Biol. Chem. 252:6609-6616 (1977). Los anticuerpos dados a conocer segun la invencion también
pueden ser completamente sintéticos, en los que las cadenas polipeptidicas de los anticuerpos se sintetizan vy,
posiblemente, se optimizan para la unién a los polipéptidos dados a conocer en el presente documento como que
son receptores. Tales anticuerpos pueden ser anticuerpos quiméricos o humanizados y pueden tener una estructura
completamente tetramérica, o pueden ser diméricos y comprender sélo una Unica cadena pesada y una Unica ligera.

Descripcion detallada de la invencion

Las presentes divulgaciones proporcionan un régimen de tratamiento, o terapia de combinacion, para tratar una
enfermedad en mamiferos que comprende un compuesto que reduce o elimina la transduccion de sefales
inhibidoras en células T, preferiblemente células T humanas, administrado junto con un agente de potenciacién para
aumentar una respuesta inmunitaria.

Los métodos de las divulgaciones también se refieren al uso de inmunomoduladores de amplio espectro y
composiciones de los mismos. En general, el aumento de la respuesta de células T resultante de estos métodos es
mayor que cualquier aumento de la respuesta de células T resultante de administrar la misma dosis de cualquiera de
dicho antagonista de PD-1 o dicho agente de potenciacion solos.

Las composiciones y los regimenes dados a conocer son Utiles para estimular o potenciar respuestas inmunitarias
que implican células T. Por tanto, las composiciones de la invencién son lo mas utiles en el tratamiento de un estado
patolégico que se beneficiara de un aumento de la actividad de células T y en las que el aumento de la respuesta de
células T es necesario o suficiente para tratar dicha enfermedad, aunque la enfermedad no esta especificamente
provocada o agravada por una reduccion de la respuesta de células T. En una realizacion preferida, el tipo de
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enfermedad que va a tratarse o prevenirse es un tumor maligno o una enfermedad infecciosa crénica provocada por
una bacteria, virus, protozoo, helminto u otro patégeno microbiano intracelular al que atacan, es decir, linfocitos T
citotoxicos. La activacion de células T usando las composiciones dadas a conocer también es ventajosa para tratar o
prevenir estados caracterizados por inmunosupresion.

Segun las presentes divulgaciones, la respuesta de células T puede regularse mediante moléculas que se unen a
receptores sobre la superficie de células T y moléculas que se unen a ligandos de tales receptores. En el caso de
PD-1, moléculas que se unen a PD-1 para reducir su efecto inhibidor y/o moléculas que se unen a uno o mas
ligandos de PD-1 para reducir su capacidad para unirse a PD-1 tienen el efecto de reducir la capacidad de PD-1
para inhibir la respuesta de células T, aumentando asi esta respuesta y los efectos inmunolégicos de la misma.

A. ANTAGONISTAS DE RECEPTOR DE PD-1

Se proporcionan composiciones que contienen antagonistas de receptores de PD-1 e incluyen compuestos o
agentes que o bien se unen a, y bloguean, un ligando de PD-1 para interferir con, o inhibir, la unién del ligando al
receptor de PD-1, o bien se unen directamente a, y bloquean, el receptor de PD-1 sin inducir la transduccién de
sefales inhibidoras a través del receptor de PD-1. En ofra realizacion de las divulgaciones, el antagonista de
receptor de PD-1 se une directamente al receptor de PD-1 sin desencadenar la transduccion de sefales inhibidoras
y también se une a un ligando del receptor de PD-1 para reducir o inhibir que el ligando desencadene la
transduccion de sefales a través del receptor de PD-1. Reduciendo el numero y/o la cantidad de ligandos que se
unen a receptor de PD-1 y desencadenan la transduccién de una sefial inhibidora, se atenGan menos células
mediante la sefial negativa suministrada por la transduccion de sefiales de PD-1 y puede lograrse una respuesta
inmunitaria mas robusta.

Segun las presentes divulgaciones, la sefializacion de PD-1 requiere la unién a un ligando de PD-1 (tal como B7-H1
o B7-DC) en estrecha proximidad a un antigeno peptidico presentado por el complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) (véase, por ejemplo, Freeman Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 105:10275-10276 (2008)). Por tanto, proteinas,
anticuerpos o moléculas pequefias que impiden la unién conjunta de PD-1 y TCR en la membrana de células T son
antagonistas de PD-1 utiles contemplados por las divulgaciones.

Los antagonistas de receptor de PD-1 a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, polipéptidos de B7-DC,
incluyendo homologos y variantes de los mismos, asi como fragmentos activos de cualquiera de los anteriores, y
proteinas de fusion que incorporan cualquiera de los mismos. En una realizacion preferida, la proteina de fusién
comprende la porcién soluble de B7-DC acoplada a la porcién de Fc de un anticuerpo, tal como IgG humana, y no
incorpora la totalidad ni parte de la porcién transmembrana de B7-DC humano. Los antagonistas de receptor de PD-
1 también pueden ser antagonistas de moléculas pequefias o anticuerpos que reducen o interfieren con la
transduccion de sefales de receptor de PD-1 uniéndose a ligandos de PD-1 o al propio PD-1, especialmente en los
que la unién conjunta de PD-1 con TCR no sigue a tal unidn, no desencadenando asi la transduccion de sefiales
inhibidoras a través del receptor de PD-1.

Los antagonistas de receptor de PD-1 proporcionados en el presente documento son generalmente Utiles in vivo y
ex vivo como agentes terapéuticos de estimulacion de la respuesta inmunitaria. En general, las composiciones de
antagonista dadas a conocer son utiles para tratar a un sujeto que tiene o que esta predispuesto a tener cualquier
enfermedad o trastorno frente al cual el sistema inmunitario del sujeto emprende una respuesta inmunitaria.

1. Polipéptidos de B7-DC

En determinadas divulgaciones, pueden usarse proteinas B7-DC como antagonistas de receptor de PD-1. B7-DC es
un ligando natural de PD-1 y se une a PD-1 con mayor afinidad que B7-H1, y por tanto puede inhibir interacciones
B7-H1:PD-1. Pueden obtenerse polipéptidos de B7-DC adecuados, incluyendo variantes, homoélogos y fragmentos
de los mismos, a partir de los siguientes polipéptidos de B7-DC humanos de longitud completa con (SEQ ID NO: 1) o
sin (SEQ ID NO: 2) el péptido serial endégeno.

MIFLLLMLSL ELQLHQIAAL FTVTVPKELY IIEHGSNVTL ECNFDTGSHV NLGAITASLQ 60
KVENDTSPHR ERATLLEEQL PLGKASFHIP QVQVRDEGQY QCIIIYGVAW DYKYLTLKVK 120
ASYRKINTHI LKVPETDEVE LTCQATGYPL REVSWPNVSV PANTSHSRTP EGLYQVTSVL 180
RLKPPPGRNF SCVEWNTHVR ELTLASIDLQ SQMEPRTHPT WLLHIFIPFC IIAFIFIATV 240
IALRKQLCQK LYSSKDTTKR PVTTTKREVN SAI ' . 273

(SEQ -ID NO:1)
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LFTVTVPKEL YIIEHGSNVT LECNFDTGSH VNLGAITASL -QKVENDTSPH RERATLLEEQ 60
LPLGKASFHI PQVQVRDEGQ YQCIIIYGVA WDYKYLTLKV KASYRKINTH ILKVPETDEV 120
ELTCQATGYP LAEVSWPNVS VPANTSHSRT PEGLYQVTSV LRLKPPPGRN FSCVFWNTHV 180
RELTLASIDL QSQMEPRTHP TWLLHIFIPF CIIAFIFIAT VIALRKQLCQ KLYSSKDTTK 240

REVTTTKREV NSAI 254
(SEQ ID NO:2)

La familia de B7 de moléculas, incluyendo B7-DC, se expresa en la superficie de la célula con un dominio IgC
constante proximal a la membrana y un dominio IgV distal a la membrana. Los receptores para estos ligandos
comparten un dominio de tipo IgV extracelular comun. Las interacciones de pares de receptor-ligando estan
mediadas predominantemente a través de residuos en los dominios IgV de los ligandos y receptores. En general, se
describe que los dominios IgV tienen dos laminas que contienen, cada una, una capa de cadenas P. Estas cadenas
B se denominan A’, B, C, C, C”, D, E, F y G. La estructura de tales polipéptidos se ha descrito en la bibliografia
(véase Molnar et al., Crystal structure of the complex between programmed death-1 (PD-1) and its ligand PD-L2,
PNAS, vol. 105, pags. 10483-10488 (29 de julio de 2008)).

B7-DC, una proteina transmembrana, en su forma monomérica, comprende dominios IgV e IgC que constituyen la
porcién extracelular de la molécula (el dominio extracelular, o ECD), siendo el dominio de tipo IgV responsable, en
su totalidad o en parte, de la union a PD-1 asi como de otras funciones citadas en las composiciones de las
divulgaciones. Para la proteina humana, el dominio IgV se caracteriza porque presenta una union disulfuro que une
las cadenas B y F (mencionadas anteriormente), que parece ser caracteristico de muchos dominios IgV y presenta
una estructura tridimensional similar con los dominios IgV tanto de B7-1 como de B7-2 (véase Molnar et al.(2008),
citado anteriormente).

En una realizacion de las divulgaciones, los polipéptidos variantes de B7-DC contienen alteraciones de aminoacidos
(es decir, sustituciones, deleciones o inserciones) dentro de una o0 méas de esas cadenas B en cualquier combinacién
posible. En otra realizacién de las divulgaciones, variantes de B7-DC contienen una o mas alteraciones de
aminoacidos (es decir, sustituciones, deleciones o inserciones) dentro de las cadenas B A’, C, C’, C", D, E, Fo G. En
una realizacién preferida, las variantes de B7-DC contienen una o mas alteraciones de aminoacidos en la cadena 3
G. En otra realizacién de las divulgaciones, los fragmentos de polipéptido de B7-DC variante incluyen los dominios
IgC e IgV de B7-DC. En otra realizacion de las divulgaciones, los fragmentos de polipéptido de B7-DC variante
incluyen el dominio IgV de B7-DC.

Las proteinas B7-DC humanas y de ratén contienen un dominio intracitoplasmatico corto, un Unico dominio
transmembrana y un dominio extracelular. El dominio extracelular contiene dos dominios Ig; un dominio IgC proximal
a la membrana y un dominio IgV distal a la membrana. Los fragmentos Utiles de polipéptidos de B7-DC variantes
incluyen fragmentos solubles. Los fragmentos de B7-DC solubles son fragmentos de B7-DC que pueden expulsarse,
secretarse o extraerse de otro modo de las células productoras. En una realizacion, los fragmentos de polipéptido de
B7-DC variante de la proteina de fusion incluyen el dominio extracelular completo de B7-DC. El dominio extracelular
de B7-DC incluye los aminoacidos desde aproximadamente 20 hasta aproximadamente el aminoacido 221 de B7-
DC murino o humano o fragmentos activos de los mismos. En otra realizacion, los fragmentos de polipéptido de B7-
DC variante incluyen los dominios IgC e IgV de B7-DC. En otra realizacién, los fragmentos de polipéptido de B7-DC
variante incluyen el dominio IgV de B7-DC.

Se piensa que la sefializacion de PD-1 requiere la union a un ligando de PD-1 (normalmente B7-H1) en estrecha
proximidad a un antigeno peptidico presentado por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) (Freeman Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A 105:10275-10276 (2008)). Por tanto, proteinas, anticuerpos o moléculas pequefas que
impiden la union conjunta de PD-1 y TCR en la membrana de células T son antagonistas de PD-1 dtiles
contemplados por esta invencion.

El antagonista de PD-1 de las divulgaciones util en los métodos y las composiciones de la invencién incluye
fragmentos de la proteina B7-DC que incorporan el ECD. Alternativamente, los fragmentos de B7-DC incluyen parte
del dominio extracelular que comprende el dominio IgV o un dominio de tipo IgV, preferiblemente los aminoacidos
20-221, mas preferiblemente 20-121, que son suficientes para unirse al receptor de PD-1 para interferir con, o
impedir, o reducir de otro modo la transduccién de sefales inhibidoras a través del receptor de PD-1. En una
realizacién preferida de la invencion, el fragmento de B7-DC de la proteina de fusién compite con B7-H1 por la union
a receptores de PD-1.

En una realizacion, los fragmentos de polipéptido de B7-DC variante de la proteina de fusién pueden contener una
region del polipéptido que es importante para la uniéon a PD-1. Estos fragmentos de polipéptido pueden ser Utiles
para competir por la unién a PD-1 y para impedir que B7-DC nativo se una a PD-1. Al competir por la unién a PD-1,
estos fragmentos pueden ser Utiles para potenciar una respuesta inmunitaria, ya que inhibir interacciones de B7-H1
y B7-DC con PD-1 inhibe la supresion de respuestas inmunitarias que se produciria de otro modo. Un fragmento de
polipéptido de B7-DC de raton o humano que puede unirse de manera competitiva a PD-1 puede contener, por
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ejemplo, los amino&cidos 101-108 6 110-114. La unién de B7-DC de tipo natural a PD-1 se inhibe normalmente en al
menos el 50 por ciento, el 60 por ciento, el 70 por ciento, el 75 por ciento, el 80 por ciento, el 90 por ciento, el 95 por
ciento o mas del 95 por ciento en comparacion con el nivel de unién de B7-DC de tipo natural a PD-1 en ausencia de
un fragmento de dicho B7-DC de tipo natural. Los fragmentos de B7-DC a modo de ejemplo Utiles en los métodos
y/o las composiciones de la invencién incluyen, pero no se limitan de ninguna manera a, los siguientes dominios
extracelulares de B7-DC:

Dominio extracelular (ECD) de B7-DC humano:

LEFTVTVPKEL YIIEHGSNVT LECNFDTGSH VNLGAITASL QKVENDTSPH RERATLLEEQ 60
LPLGKASFHI PQVQVRDEGQ YQCIIIYGVA WDYKYLTLKV KASYRKINTH ILKVPETDEV 120
ELTCQATGYP LAEVSWPNVS VPANTSHSRT PEGLYQVTSV LRLKPPPGRN FSCVFWNTHV 180
RELTLASIDL QSQMEPRTHP TW v202
(SEQ ID NO:3)

y ECD de B7-DC murino:

LETVTAPKEV YTVDVGSSVS LECDFDRREC TELEGIRASL QKVENDTSLQ SERATLLEEQ 60
LPLGKALFHI PSVQVRDSGQ YRCLViCGAA WDYKYLTVKV KASYMRIDTR ILEVPGTGEV 120
QLTCQARGYP LAEVSWQNVS VPANTSHIRT PEGLYQVTSV LRLKPQPSRN FSCMFWNAHRM 180
KELTSAIIDP LSRMEPKVPR TW 202
(SEQ ID NO:4)

EDC de B7-DC de mono cynomolgus:

LFTVTVPKEL YIIEHGSNVT LECNFDTGSH VNLGAITASL QKVENDTSPH RERATLLEEQ 60
LPLGKASFHI PQVQVRDEGQ YQCIIIYGVA WDYKYLTLKV KASYRKINTH ILKVPETDEV 120
ELTCQATGYP LAEVSWPNVS VPANTSHSRT PEGLYQVTSV LRLKPPPGRN FSCVEWNTHV 180
RELTLASIDL QSQMEPRTHP TW ' 202

(Seq ID NO: 15)

Se proporcionan muchas otras secuencias de primate Utiles en los métodos y las composiciones de la invencién en
Onlamoon et al., Immunology, vol. 124, pags. 277-293 (2008).

Un antagonista de PD-1 (til en las composiciones y los métodos de las divulgaciones también incluye una proteina
de fusién (tal como se describe a continuacién) que comprende porciones polipeptidicas primera y segunda, en el
que dicha proteina de fusion, o al menos la primera porcion polipeptidica de la misma, presenta actividad de
antagonista de PD-1, especialmente en el que dicha proteina de fusion se une a, y bloquea, PD-1 0 se une a, y
bloquea, un ligando de PD-1. La primera porcion polipeptidica de tal proteina de fusion puede comprender, o
consistir en, cualquiera de los polipéptidos antagonistas de PD-1, o fragmentos de unién a PD-1 de los mismos,
citados de otro modo en el presente documento para su uso como antagonistas de PD-1 en los métodos de las
divulgaciones. En una realizacién preferida de una proteina de fusion de este tipo, la primera porcion polipeptidica
citada es N-terminal con respecto a la segunda porcidén polipeptidica citada. En una realizacion separada de las
divulgaciones, la primera porcién polipeptidica citada esté unida a la segunda porcién polipeptidica citada mediante
un oligopéptido ademas de los aminoacidos que componen las porciones polipeptidicas primera y segunda citadas,
en las que dichos amino&cidos de unién no disminuyen sustancialmente la actividad antagonista de PD-1 de dicha
proteina de fusion.

En una proteina de fusion dimérica preferida, el dimero resulta de la unién covalente de residuos de Cys en las
regiones CH de dos de las cadenas pesadas de Ig que son los mismos residuos de Cys que estan unidos mediante
unién disulfuro en cadenas pesadas de Ig normales dimerizadas.

En la técnica se conoce bien un gran nimero de secuencias de polipéptido que se usan de manera rutinaria como
parejas de union de proteinas de fusién. Los ejemplos de parejas de union a polipéptidos utiles incluyen, pero no se
limitan a, proteina verde fluorescente (GFP), glutation S-transferasa (GST), polihistidina, myc, hemaglutinina,
etiqueta Flag™ (Kodak, New Haven, CT), proteina de uniéon a maltosa E y proteina A.

Todavia otra realizacién proporciona un constructo tetramérico que tiene un sustrato BirA fusionado con el dominio
extracelular de un polipéptido de B7-DC variante. En la técnica se conocen métodos para preparar constructos
tetraméricos (véase Pertovas, et al., J. Exp. Med., 203:2281 (2006)).

Proteinas de fusién de B7-DC murino a modo de ejemplo contienen los aminoacidos 20-221 de B7-DC murino
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fusionados con los aminoacidos 237-469 de IgG2a murina (CAA49868). En un ejemplo no limitativo, proteinas de
fusién de B7-DC humano contienen los aminoacidos 20-221 de B7-DC humano fusionados con los aminoacidos
245-476 de 1gG1 humana (AAA02914). Los péptidos sefal para proteinas de fusion de B7-DC incluyen los péptidos
sefial endégenos o cualquier otro péptido senal que facilita la secrecion de la proteina de fusion a partir de un
huésped. En otra realizacion de las divulgaciones, el primer polipéptido incluira so6lo el dominio IgV. Otras
realizaciones pueden comprender el dominio Fc y bisagra de un anticuerpo IgG, tal como IgG1, con ninguna de las
regiones variables presente. Otras realizaciones incluyen el uso de la bisagra y la region Fc de IgG2 o IgG4,
especialmente que tiene una mutacion N297Q u otra mutacion que reduce la funcion efectora.

Segun los métodos y las composiciones de las divulgaciones, el polipéptido util como antagonista de PD-1, o la
primera porcién polipeptidica de una proteina de fusién util como antagonista de PD-1, comprende una secuencia de
aminodcidos que tiene una identidad de al menos el 60%, o al menos el 65%, o al menos el 70%, o al menos el
75%, o al menos el 80%, o al menos el 85%, o al menos el 90%, o al menos el 95%, o al menos el 99% con respecto
a los aminoacidos 1-221 de SEQ ID NO: 1, preferiblemente los aminoacidos 20-221 de SEQ ID NO: 1, o los
aminoacidos 26-221 de SEQ ID NO: 1, o los aminoacidos 1-202 de SEQ ID NO: 3 6 4, mas preferiblemente los
aminoacidos 20-121 de SEQ ID NO: 1 o los aminoacidos 1-102 de SEQ ID NO: 3 6 4.

En una realizacién de las divulgaciones, un polipéptido util como antagonista de PD-1, o la primera porcion
polipeptidica de una proteina de fusién Gtil como antagonista de PD-1, consiste en los amino&cidos 1-221 de SEQ ID
NO: 1, o consiste en los aminoacidos 20-221 de SEQ ID NO: 1, o consiste en los aminoacidos 26-221 de SEQ ID
NO: 1, o consiste en los aminoacidos 1-202 de SEQ ID NO: 3 6 4. En una realizacion (SEQ ID NO: 2), no comprende
los aminoé&cidos 1-19 de SEQ ID NO: 1.

En otros ejemplos especificos, un polipéptido antagonista de PD-1, o la primera porcién polipeptidica de una
proteina de fusién antagonista de PD-1, comprende la secuencia de aminodcidos 20-121 de SEQ ID NO: 1,
preferiblemente en la que comprende la secuencia de aminoacidos WDYKY en los residuos 110-114 de la misma, o
en la que comprende los aminoédcidos 1-102 de SEQ ID NO: 3, preferiblemente en la que comprende la secuencia
de aminoacidos WDYKY en los residuos 91-95 de la misma.

En una realizacion preferida, tales identidades en porcentaje se alcanzan basandose en sustituciones de
aminoacidos conservativas tal como se define en otra parte en el presente documento.

En una realizacion de este tipo, el polipéptido antagonista de PD-1, o la primera porcién polipeptidica de una
proteina de fusion antagonista de PD-1, no comprende los amino&cidos 1-19 de SEQ ID NO: 1, o no comprende
ninguna porcién de un dominio transmembrana, especialmente no la totalidad de tal dominio, 0 no comprende
ninguna porcién del dominio intracelular (o soluble), especialmente no la totalidad de tal dominio, de un ligando de
PD-1 u otra proteina antagonista de PD-1. En una realizacion preferida, tal antagonista, o la primera porcion
polipeptidica, sélo comprende el dominio extracelular (ECD) de SEQ ID NO: 1 y por tanto sélo comprende una
porcion soluble del polipéptido de dicha secuencia, o un fragmento de dicha porcién soluble.

En otras realizaciones de este tipo de las divulgaciones, el polipéptido antagonista de PD-1, o la primera porcion
polipeptidica de una proteina de fusion antagonista de PD-1, comprende el dominio IgV, o dominio de tipo IgV, o
fragmento de unioén a PD-1 del mismo, de un ligando de PD-1, o consiste en el dominio IgV, o dominio de tipo IgV, o
fragmento de unién a PD-1 del mismo, de un ligando de PD-1. En ejemplos especificos, tal ligando de PD-1 es una
molécula de B7-H1 o de B7-DC de tipo natural, preferiblemente molécula de B7-H1 o de B7-DC de tipo natural de
raton o de primate, preferiblemente humana.

En otras realizaciones de este tipo de las divulgaciones, el polipéptido antagonista de PD-1, o la primera porcion
polipeptidica de una proteina de fusién antagonista de PD-1, un fragmento de unién a PD-1 del dominio IgV, o
dominio de tipo IgV, de un ligando de PD-1, especialmente en el que el dominio IgV, o dominio de tipo IgV, consiste
en los aminoacidos 20 - 121 de SEQ ID NO: 1 o los aminoé&cidos 1 - 102 de SEQ ID NO: 3.

Un antagonista de PD-1 de la invencién también incluye un fragmento de union a PD-1 de los aminoacidos 20-121
de SEQ ID NO: 1 (longitud completa humana), o tal como se da a conocer en el presente documento, pero no se
reivindica, los aminodcidos 1-102 de SEQ ID NO: 3 (dominio extracelular o ECD).

En realizaciones especificas del mismo, el polipéptido o fragmento de unién a PD-1 también incorpora aminoacidos
WDYKY en los residuos 110-114 de SEQ ID NO: 1 o WDYKY en los residuos 91-95 de SEQ ID NO: 3. A modo de
ejemplos no limitativos dados a conocer en el presente documento, pero no reivindicados, un fragmento de unién a
PD-1 de este tipo comprende al menos 10, 0 al menos 20, o al menos 30, o al menos 40, o al menos 50, o al menos
60, o al menos 70, o al menos 75, o al menos 80, o al menos 85, o al menos 90, o al menos 95, o al menos 100
aminoacidos contiguos de la secuencia de aminoacidos 20-121 de SEQ ID NO: 1, en el que una realizacién preferida
de cada fragmento de unién a PD-1 de este tipo comprendera como subfragmento los aminoacidos WDYKY
encontrados en los residuos 110-114 de SEQ ID NO: 1 o WDYKY en los residuos 91-95 de SEQ ID NO: 3.

Otros polipéptidos y fragmentos de unién a PD-1 preferidos especificamente contemplados por la invencién incluyen
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la secuencia de polipéptido de los aminodcidos 20-121 de SEQ ID NO: 1 (longitud completa humana) y fragmentos
de union a PD-1 del mismo, en los que, en tal polipéptido o fragmento de unién a PD-1, esta presente una cisteina
en los residuos 42 y/o 102, prefiriéndose una cisteina en ambas posiciones, y/o en los que esta presente una
fenilalanina en el residuo 21, y/o en los que esta presente un acido glutamico en el residuo 28, y/o en los que esta
presente una treonina, y/o en los que esta presente una glutamina en el residuo 60, y/o en los que esta presente un
acido glutamico en el residuo 101, y/o en los que esta presente una isoleucina en el residuo 103, y/o en los que esta
presente una isoleucina en el residuo 105, y/o en los que esta presente una glicina en el residuo 107, y/o en los que
esta presente una valina en el residuo 108, y/o en los que esta presente un triptéfano en el residuo 110, y/o en los
que esta presente un acido aspartico en el residuo 111, y/o en los que esta presente una tirosina en el residuo 112,
y/o en los que esta presente una lisina en el residuo 113, y/o en los que esta presente una tirosina en el residuo 114,
siempre que, en el caso de fragmentos de unién a PD-1, dicho fragmento sea lo bastante grande como para incluir
tales posiciones de aminodcido.

Los polipéptidos y fragmentos de union a PD-1 preferidos adicionales, especificamente contemplados por las
divulgaciones, incluyen la secuencia de polipéptido de los aminoacidos 1-102 de SEQ ID NO: 3 (ECD humano) o
SEQ ID NO: 4 (ECD murino) y fragmentos de unién a PD-1 de las mismas, en los que, en tal polipéptido o fragmento
de union a PD-1, esta presente una cisteina en los residuos 23 y/o 83, prefiriéndose una cisteina en ambas
posiciones, y/o en los que estad presente una fenilalanina en el residuo 2, y/o en los que estéd presente un acido
glutdmico en el residuo 9, y/o en los que esta presente una treonina o arginina en el residuo 37, prefiriéndose
treonina, y/o en los que esta presente una glutamina en el residuo 41, y/o en los que esta presente una arginina en
el residuo 82, y/o en los que esta presente una leucina en el residuo 84, y/o en los que esta presente una isoleucina
en el residuo 86, y/o en los que esta presente una glicina en el residuo 88, y/o en los que esta presente una alanina
en el residuo 89, y/o en los que esta presente un triptéfano en el residuo 91, y/o en los que esta presente un acido
aspatrtico en el residuo 92, y/o en los que esta presente una tirosina en el residuo 93, y/o en los que esta presente
una lisina en el residuo 94, y/o en los que esta presente una tirosina en el residuo 95, siempre que, en el caso de
fragmentos de union a PD-1, dicho fragmento sea lo bastante grande como para incluir tales posiciones de
aminoacido.

En realizaciones adicionales, cualquiera de los polipéptidos anteriores también puede incorporar porciones o
fragmentos, por ejemplo, de desde 1 hasta 10 aminoacidos contiguos, extraidos de los dominios sefal,
transmembrana o C-terminal del polipéptido de B7-DC o de B7-H1, tal como el de ratén o primate, preferiblemente
de ser humano.

Tales polipéptidos y/o fragmentos de uniéon a PD-1 también pueden estar presentes en cualquiera de las proteinas
de fusion de la invencién, por ejemplo, en las que tal polipéptido o fragmento de unién a PD-1 representa el “primer
polipéptido” de tal proteina de fusion.

En ejemplos especificos, la molécula, combinada con un agente de potenciacion para su uso en un régimen de
tratamiento de la invencion, comprende un fragmento de unién a PD-1 de los aminoacidos 20-221 de SEQ ID NO: 1.
En una realizacion de este tipo, el fragmento es de los aminoacidos 20 - 121 de SEQ ID NO: 1, preferiblemente en el
que el fragmento contiene los aminodcidos 110-114 de SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, esté presente méas
de un fragmento de este tipo (tal como se describe en otra parte en el presente documento) y la molécula
comprende al menos 2, 3, 4, 5 0 méas fragmentos de una proteina B7-DC, especialmente en la que el fragmento es
parte de, o contiene parte de, los aminoacidos 20-221 de SEQ ID NO: 1. En una realizacién preferida de la misma, al
menos uno de dichos fragmentos es de los aminoacidos 20 - 121 de SEQ ID NO: 1, mas preferiblemente en la que
al menos uno de dichos fragmentos incluye los aminoacidos 110-114 de SEQ ID NO: 1 (es decir, la secuencia
WDYKY (SEQ ID NO: 14)). En realizaciones preferidas de las divulgaciones, el fragmento de unién a PD-1
comprende al menos 10, o al menos 25, o al menos 50, o al menos 75, o al menos 100 aminoacidos contiguos de
longitud.

El péptido sefial humano enddgeno tiene la siguiente secuencia MIFLLLMLSL ELQLHQIAA (SEQ ID NO: 5) y
representa los 19 primeros aminoacidos de SEQ ID NO: 1. En determinadas realizaciones de las divulgaciones, los
fragmentos de polipéptido de B7-DC pueden incluir 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 amino&cidos contiguos del péptido
sefial enddgeno o heterélogo (que pueden usarse para producir un polipéptido de B7-DC recombinante mediante
expresion en, y secrecion desde, una célula transformada). También se apreciara que un polipéptido de B7-DC dtil
puede incluir 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 aminoacidos contiguos del dominio transmembrana de B7-DC, y/o 1, 2, 3, 4,
5, 6,7, 8,9 6 10 amino&cidos contiguos del dominio citoplasmatico, o0 combinaciones de los mismos siempre que el
fragmento de B7-DC conserve la capacidad para antagonizar el receptor de PD-1.

Los fenotipos de ratones PD-1-/- proporcionan evidencias directas de que PD-1 es un regulador negativo de
respuestas inmunitarias in vivo. En ausencia de PD-1, los ratones con el contexto C57BL/6 desarrollan lentamente
una glomerulonefritis de tipo lupus y artritis progresiva (Nishimura, et al., Immunity, 11:141-151 (1999)). Los ratones
PD-1-/- con el contexto BALB/c desarrollan rapidamente una cardiomiopatia dilatada autoinmunitaria mortal
(Nishimura, et al., Science. 291:319-322 (2001)). Sin embargo, evidencias sustanciales indican que B7-DC puede
funcionar para coestimular la activacion de respuestas de células T. En presencia de sefales de TCR inferiores a las
optimas, B7-DC provoca un aumento de la proliferacion y produccién de citocinas in vitro (Tseng, et al., J. Exp. Med.
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193:839-846 (2001)). Por otro lado, estudios in vitro indican un papel regulador negativo para B7-DC en respuestas
de células T. Estos datos aparentemente contradictorios se interpretan mejor mediante la expresion de receptores
adicionales para B7-DC en células T distintos de PD-1.

Por tanto, las proteinas B7-DC, variantes, fragmentos y fusiones de las mismas, pueden tener la ventaja de
potenciar directamente respuestas de células T uniéndose a un receptor desconocido que activa la célula T, ademas
de potenciar las respuestas de células T impidiendo la transduccién de sefales inhibidoras mediada por PD-1.

2. Polipéptidos de B7-H1

En otra realizacién de las divulgaciones, el compuesto para su uso en combinacion con un agente de potenciacion
en el régimen de tratamiento de la invencién es, o comprende, un fragmento de un B7-H1 de mamifero,
preferiblemente de ratén o primate, preferiblemente de ser humano, en el que dicho fragmento se une a, y bloquea,
PD-1 pero no da como resultado la transduccién de sefales inhibidoras a través de PD-1 y dicho fragmento tiene al
menos 10, o al menos 20, o al menos 30, o al menos 40, o al menos 50, o al menos 60, o al menos 70, o al menos
80, o al menos 90, o al menos 100 aminoacidos contiguos de longitud. En otras realizaciones de las divulgaciones,
el fragmento puede ser de longitud variable siempre que tenga la funcién de unirse a PD-1 pero no produzca la
transduccion de sefales inhibidoras que da como resultado la reduccién de la proliferacion de células T. Tales
fragmentos de B7-H1 también encuentran uso como parte de la primera porcion polipeptidica de proteinas de fusion
de las divulgaciones.

Las secuencias de B7-H1 son las siguientes:

Polipéptido de B7-H1 humano (SEQ ID NO. 16):

MRIFAVFIFM TYWHLLNAFT VTVPKDLYVV EYGSNMTIEC KFPVEKQLDL AALIVYWEME 60
DKNIIQFVHG EEDLKVQHSS YRQRARLLKD QLSLGNAALQ ITDVKLQDAG VYRCMISYGG 120
ADYKRITVKV NAPYNKINOR ILVVDPVTSE HELTCQAEGY PKAEVIWTSS DHOVLSGKTT 180
TTNSKREEKL FNVTSTLRIN TTTNEIFYCT FRRLDPEENH TAELVIPELP LAHPPNERTH 240
LVILGAILLC LGVALTFIFR LRKGRMMDVK KCGIQDTNSK KQSDTHLEET 290
B7-H1 murino (SEQ ID NO: 17)

MRIFAGIIFT ACCHLLRAFT ITAPKDLYVV EYGSNVTMEC RFPVERELDL LALVVYWEKE 60
DEQVIQFVAG EEDLKPQHSN FRGRASLPKD QLLKGNAALQ ITDVKLQDAG VYCCIISYGG 120
ADYKRITLKV NAPYRKINQR ISVDPATSEH ELICQAEGYP EAEVIWTNSD HQPVSGKRSV 280 -
TTSRTEGMLL NVTSSLRVNA TANDVFYCTF WRSQPGONHT AELIIPELPA THPPONRTHW 240
VLLGSILLFL IVVSTVLLFL RKQVRMLDVE KCGVEDTSSK NRNDTQFEET " 290
PD-L1 de Macaca mulatta (SEQ ID NO: 18)

MRIFAVFIFT IYWHLLNAFT VTVPKDLYVV EYGSNMTIEC RFPVEKQLGL 60
TSLIVYWEME DKNIIQFVHG EEDLKVQHSN YRQRAQLLKD QLSLGNAALR 120
ITDVKLQDAG VYRCMISYGG ADYKRITVKV NAPYNKINQR ILVVDPVTSE 180
HELTCQAEGY PKAEVIWTSS DHQVLSGKTT TTNSKREEKL LNVTSTLRIN 240
TTANEIFYCI FRRLGPEENH TAELVIPELP LALPPNERTH LVILGAIFLL 300
LGVALTFIFY LRKGRMMDMK KSGIRVTNSK KQRDTQLEET 340

En el documento W0/2001/014557 (publicado el 1 de marzo de 2001) y en el documento W0/2002/079499
(publicado el 10 de octubre de 2002) se describen proteinas B7-H1-Ig.

3. PD-1 y otros polipéptidos

Otros polipéptidos Uutiles de las divulgaciones incluyen aquellos que se unen a los ligandos del receptor de PD-1.
Estos incluyen la proteina de receptor de PD-1, o fragmentos solubles de la misma, que pueden unirse a los
ligandos de PD-1, tales como B7-H1 o B7-DC, e impedir la unién al receptor de PD-1 endégeno, impidiendo asi la
transduccion de senales inhibidoras. También se ha mostrado que B7-H1 se une a la proteina B7.1 (Butte et al.,
Immunity, vol. 27, pags. 111-122, (2007)). Tales fragmentos también incluyen la porcién de ECD soluble de la
proteina PD-1 que incluye mutaciones, tales como la mutacién A99L, que aumenta la unién a los ligandos naturales
(Molnar et al., Crystal structure of the complex between programmed death-1 (PD-1) and its ligand PD-L2, PNAS,
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vol. 105, pags. 10483-10488 (29 de julio de 2008)). B7-1 o fragmentos solubles del mismo, que pueden unirse al
ligando B7-H1 e impedir la unién al receptor de PD-1 endégeno, impidiendo asi la transduccion de sefales
inhibidoras, también son Utiles.

Polipéptidos de PD-1 utiles en los métodos de las divulgaciones son los siguientes:

PD-1 humana (SEQ ID NO: 19)

MQIPQAPWPV VWAVLQLGWR PGWFLDSPDR PWNPPTFFPA LLVVTEGDNA TFTCSFSNTS 60
ﬁSFVLNWYRM SPSNQTDKLA AFPEDRSQPG QDCRFRVTQL PNGRDFHMSV VRARRNDSGT 120 .
YLCGAISLAP KAQIKESLRA ELRVTERRAE VPTAHPSPSP RPAGQFQTLV VGVVGGLLGS lBQ
LVLLVWVLAV ICSRAARGTI GARRTGQPLK EDPSAVPVFS VDYGELDFQW REKTPEPPVP 240
CVPEQTEYAT IVFPSGMGTS SPARRGSADG PRSAQPLRPE DGHCSWPL 288

PD-1 de mono cynomolgus (SEQ ID NO: 20)

MQOIPQAPWPV VWAVLQLGWR PGWFLESPDR PWNAPTFSPA LLLVTEGDNA TFTCSFSNAS 60
ESFVLNWYRM SPSNQTDKLA AFPEDRSQPG QDCRFRVTRIL PNGRDFHMSV VRARRNDSGT 126
YLCGAISLAP KAQIKESLRA ELRVTERRAE VPTAHPSPSP RPAGQFQTLV VGVVGGLLGS 180
LVLLVWVLAV ICSRAARGTI GARRTGQPLK EDPSAVPVFS VDYGELDFQW REKTPEPPVP 240
CVPEQTEYAT IVFPSGMGTS SPARRGSADG PRSAQPLRPE DGHCSWPL 288

Segun las divulgaciones, dado que B7-1 y fragmentos del mismo también pueden unirse a B7-H1 y enviar
transducciones inhibidoras a células T a través de B7-H1, el bloqueo de esta interaccién también puede reducir la
transduccion de sefnales inhibidoras que se produce a través de B7-H1. Los compuestos para su uso en las
divulgaciones incluyen aquellas moléculas que bloquean este tipo de interaccién. Tales moléculas se han dado a
conocer en Butte et al (2007), citado anteriormente, e incluyen anticuerpos anti-B7-H1 con especificidad doble que
bloquean cualquiera de la interaccién B7-H1:B7-1 y la B7-H1:PD-1 asi como anticuerpos que muestran especificidad
Unica que blogquean la interaccién PD-L1:B7-1. Los compuestos que bloquean esta interaccién mediante el bloqueo
de B7-1 también son utiles, e incluyen anticuerpos anti-B7-1.

4. Polipéptidos variantes

Los polipéptidos utiles en las divulgaciones, tal como se describe, incluyen aquellos que estdn mutados para
contener una o0 mas sustituciones, deleciones o inserciones de aminoacidos. En la técnica se conocen métodos para
la mutagénesis. Los polipéptidos mutados o variantes inhiben o reducen la transduccion de senales inhibidoras a
través de receptores de PD-1 mediante la union a ligandos de PD-1. Alternativamente, las variantes (por ejemplo
polipéptidos de B7-DC) pueden unirse al receptor de PD-1 e inhibir, reducir o bloquear la transduccion de sefales
inhibidoras a través del receptor de PD-1. Los polipéptidos variantes pueden ser de cualquier especie de origen. En
una realizacion de las divulgaciones, el polipéptido variante es de una especie de mamifero. En una realizacion
preferida, el polipéptido variante es de origen murino o de primate, preferiblemente humano.

En una realizacién, el polipéptido variante es un polipéptido de B7-DC que tiene la misma afinidad de unién a PD-1
que B7-DC de tipo natural o no variante pero que no tiene, o tiene menos del 10% de, la capacidad para
desencadenar la transduccion de senales inhibidoras a través del receptor de PD-1 con respecto a un polipéptido de
B7-DC no mutado. En otras realizaciones, el polipéptido de B7-DC variante tiene el 10%, el 20%, el 30%, el 40%, el
50% o el 60% mas de afinidad de unién a PD-1 que B7-DC de tipo natural sin desencadenar la transduccion de
sefales inhibidoras de PD-1.

Un polipéptido variante (por ejemplo un polipéptido de B7-DC variante) incluye aquellos que tienen cualquier
combinacion de sustituciones, deleciones o inserciones de aminoacidos siempre que no se reduzca sustancialmente
la actividad de antagonizar PD-1 con respecto al tipo natural. Sin embargo, cuando hay una reduccion de este tipo,
no debe ser de mas de la mitad de la del tipo natural de modo que dicha variante tiene al menos 50% de la actividad
antagonista de PD-1 de la proteina de tipo natural, preferiblemente al menos el 60%, mas preferiblemente al menos
el 80%, lo mas preferiblemente al menos el 90% o el 95%, prefiriéndose especialmente al menos el 100%. Se
desean incluso mas los aumentos de tal actividad resultantes de dicha variante. En una realizacién, los polipéptidos
variantes de B7-DC aislados tienen alteraciones de aminoacidos de tal manera que su secuencia de aminoacidos
comparte una identidad de al menos el 60, el 70, el 80, el 85, el 90, el 95, el 97, el 98, el 99, el 99,5 0 el 100% con
respecto a una secuencia de aminodacidos de un polipéptido de B7-DC de tipo natural, especialmente la de un
polipéptido de B7-DC de mamifero, preferiblemente murino de tipo natural o de primate de tipo natural,
preferiblemente humano.

La identidad entre secuencias de polipéptidos puede calcularse usando la definicion de la identidad en %
proporcionada anteriormente en el presente documento.
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Las sustituciones de aminoacidos en polipéptidos pueden ser “conservativas” o “no conservativas”.

Moléculas de la familia de B7, incluyendo B7-DC, se expresan en la superficie celular con un dominio IgC constante
proximal a la membrana y un dominio IgV distal a la membrana. Los receptores para estos ligandos comparten un
dominio de tipo IgV extracelular comun. Las interacciones de pares de receptor-ligando estan mediadas
predominantemente a través de residuos en los dominios IgV de los ligandos y receptores. En general, se describe
que los dominios IgV tienen dos laminas que contienen, cada una, una capa de cadenas . Estas cadenas 3 se
denominan A’, B, C, C’, C”, D, E, F y G. En una realizacién de las divulgaciones, los polipéptidos variantes de B7-DC
contienen alteraciones de amino&cidos (es decir, sustituciones, deleciones o inserciones) dentro de una o mas de
estas cadenas B en cualquier combinacion posible. En otra realizacién de las divulgaciones, las variantes de B7-DC
contienen una o0 mas alteraciones de aminoacidos (es decir, sustituciones, deleciones o inserciones) dentro de las
cadenas B A’, C, C’, C", D, E, F o G. En una realizacion de las divulgaciones, las variantes de B7-DC contienen una
0 mas alteraciones de aminoacidos en la cadena p G.

Con respecto a B7-DC murino o de primate, preferiblemente humano, un polipéptido de B7-DC variante puede
contener, sin limitacién, sustituciones, deleciones o inserciones en posiciones que no reducen sustancialmente la
unién a PD-1 con respecto a B7-DC no mutado.

Sin embargo, se entiende que pueden realizarse sustituciones en las posiciones de aminoacido mencionadas
usando cualquier aminoacido o analogo de aminoacido. Por ejemplo, las sustituciones en las posiciones
mencionadas pueden realizarse con cualquiera de los aminoacidos que se producen de manera natural (por
ejemplo, alanina, acido aspartico, asparagina, arginina, cisteina, glicina, acido glutamico, glutamina, histidina,
leucina, valina, isoleucina, lisina, metionina, prolina, treonina, serina, fenilalanina, triptéfano o tirosina).

Aunque las sustituciones descritas en el presente documento son con respecto a B7-DC de ratdén y de primate,
especialmente de ser humano, se indica que un experto habitual en la técnica puede realizar facilmente alteraciones
equivalentes en los polipéptidos correspondientes de otras especies (por ejemplo, rata, hamster, cobaya, jerbo,
conejo, perro, gato, caballo, cerdo, oveja, vaca o primate no humano).

Los fragmentos preferidos incluyen la totalidad o parte del dominio extracelular de B7-DC eficaz para unirse a PD-1.

En una realizacién de las divulgaciones, fragmentos de polipéptido de B7-DC variante son aquellos que conservan la
capacidad para unirse a PD-1 sin desencadenar la transduccion de sefales inhibidoras de PD-1. Una realizacion de
las divulgaciones proporciona un polipéptido de B7-DC variante que es un fragmento de B7-DC de longitud completa
y tiene normalmente al menos el 20 por ciento, el 30 por ciento, el 40 por ciento, el 50 por ciento, el 60 por ciento, el
70 por ciento, el 80 por ciento, el 90 por ciento, el 95 por ciento, el 98 por ciento, el 99 por ciento, el 100 por ciento, o
incluso mas del 100 por ciento de la actividad antagonista de PD-1 del polipéptido de B7-DC variante de longitud
completa.

Los fragmentos utiles de polipéptidos de B7-DC variantes incluyen fragmentos solubles. Los fragmentos de B7-DC
solubles son fragmentos de B7-DC que pueden expulsarse, secretarse o extraerse de otro modo de las células
productoras. En una realizacion, los fragmentos de polipéptido de B7-DC variante incluyen el dominio extracelular
completo de B7-DC. El dominio extracelular de B7-DC incluye los aminoacidos de aproximadamente 20 a
aproximadamente el aminoacido 221 de B7-DC murino o de primate, preferiblemente humano. En otra realizacién de
las divulgaciones, los fragmentos de polipéptido de B7-DC variante incluyen los dominios IgC e IgV de B7-DC. En
otra realizacion, los fragmentos de polipéptido de B7-DC variante incluyen el dominio IgV de B7-DC.

En una realizacion de las divulgaciones, los fragmentos de polipéptido de B7-DC variante contienen una regién del
polipéptido que es importante para la afinidad de unién a PD-1. Estos fragmentos de polipéptido son Utiles para
unirse a, y bloquear, el receptor de PD-1 para impedir que ligandos nativos se unan al receptor de PD-1,
potenciando asi una respuesta inmunitaria. La inhibicion de interacciones de B7-H1 o B7-DC nativos con PD-1
inhibe la supresion de respuestas inmunitarias que de lo contrario se producirian. Un fragmento de polipéptido de
B7-DC de ratdén o primate, preferiblemente de ser humano, que se une a PD-1 contiene, a modo de ejemplo no
limitativo, los aminoacidos 101-105 6 111-113. La unién de B7-H1 al receptor de PD-1 normalmente se inhibe en al
menos el 50 por ciento, o en al menos el 60 por ciento, 0 en al menos el 70 por ciento, o en al menos el 75 por
ciento, o en al menos el 80 por ciento, o en al menos el 90 por ciento, o en al menos el 95 por ciento, 0 mas, en
comparacion con el nivel de unién de B7-H1 a PD-1 en ausencia del fragmento.

El mutante A99L de PD-1 humano se une a B7-DC y B7-H1 con mayor afinidad que PD-1 humano sin mutar (Lazar
Molnar et al PNAS 105, pags. 10483-10488 (2008)). En una realizacion de las divulgaciones, el compuesto que
actla para reducir la transduccion de sefales inhibidoras es una proteina soluble, tal como el ECD de PD-1 que
incorpora esta mutacion.

5. Polipéptidos modificados
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Los polipéptidos utiles en las divulgaciones, tal como se describe, incluyendo variantes, homélogos y fragmentos de
los mismos, pueden modificarse mediante restos quimicos encontrados asociados con polipéptidos en el entorno
celular normal, por ejemplo, mediante fosforilacion, metilacion, amidacion, sulfatacion, acilacién, glicosilacién,
sumoilacién y ubiquitinacién del polipéptido.

Tales polipéptidos también pueden modificarse mediante restos quimicos que no son normalmente parte de
polipéptidos en un entorno celular. Tales modificaciones pueden introducirse en la molécula haciendo reaccionar
residuos de aminoacido seleccionados como diana del polipéptido con un agente de derivatizaciéon organico que
puede reaccionar con cadenas laterales seleccionadas o residuos terminales. Otra modificacién Util es la ciclizacion
de la proteina. Tales modificaciones también incluyen la introduccion de una etiqueta que puede proporcionar una
sefial detectable, ya sea directa o indirectamente, incluyendo, pero sin limitarse a, radiois6topos y compuestos
fluorescentes.

Ejemplos de derivados quimicos de los polipéptidos incluyen residuos lisinilo y amino-terminales derivatizados con
anhidrido de acido succinico u otros anhidridos de acido carboxilico. La derivatizaciéon con un anhidrido carboxilico
ciclico tiene el efecto de invertir la carga de los residuos de lisinilo. Otros reactivos adecuados para derivatizar
residuos que contienen amino incluyen imidoésteres tales como picolinimidato de metilo; fosfato de piridoxal;
piridoxal; hidruro de boro y cloro; &cido trinitrobencenosulfénico; O-metilisourea; 2,4-pentanodiona; y reaccion con
glioxilato catalizada por transaminasa. Grupos laterales carboxilo, aspartilo o glutamilo, pueden modificarse
selectivamente mediante reaccion con carbodiimidas (R-N=C=N--R’) tales como 1-ciclohexil-3-(2-morfolinil-(4-
etil)carbodiimida o 1-etil-3-(4-azonia-4,4-dimetilpentil)carbodiimida. Ademas, pueden convertirse residuos de
aspartilo y glutamilo en residuos de asparaginilo y glutaminilo mediante reaccién con amoniaco. Los polipéptidos de
la invencién también pueden incluir uno o0 mas D-aminoacidos que sustituyen a uno o mas L-aminoacidos.

En otras realizaciones de las divulgaciones, el agente de potenciacién, tal como CTX, puede ser en si mismo parte
del compuesto que reduce la transduccién de senales inhibidoras, tal como cuando el agente de potenciacién esta
quimicamente unido a un antagonista de PD-1 de las divulgaciones.

6. Proteinas de fusién

También se proporcionan polipéptidos de fusiéon que tienen una primera pareja de fusion, o porciéon polipeptidica,
que comprende la totalidad o una parte de un proteina antagonista de PD-1, por ejemplo un polipéptido de B7-DC
(incluyendo variantes, homdlogos y fragmentos del mismo) fusionada (i) directamente a un segundo polipéptido o, (ii)
opcionalmente, fusionada a una secuencia de péptido ligador que estd fusionada al segundo polipéptido. La
presencia de la pareja de fusion puede alterar, por ejemplo, la solubilidad, afinidad y/o valencia del polipéptido
antagonista de PD-1. Las proteinas de fusion dadas a conocer incluyen cualquier combinacién de alteracion de
aminoacidos (es decir, sustitucién, delecién o insercion), fragmento y/o modificaciéon de un polipéptido antagonista
de PD-1 tal como se describié anteriormente. En una realizacién, las proteinas de fusién de B7-DC incluyen el
dominio extracelular de una proteina B7-DC como primera pareja de unién. En otra realizacion de las divulgaciones,
tales proteinas de fusién de B7-DC incluyen el dominio IgV e IgC de una proteina B7-DC como primera pareja de
unién. En otra realizacion de las divulgaciones, las proteinas de fusion de B7-DC variantes incluyen el dominio IgV
de una proteina B7-DC como primera pareja de union.

Primeras parejas de fusion representativas incluyen polipéptido de B7-DC de primate, preferiblemente humano, o
murino, fragmentos del mismo, y variantes del mismo, dados a conocer anteriormente en el presente documento.
Los fragmentos preferidos incluyen el dominio extracelular de B7-DC. Tal como se menciona, el dominio extracelular
puede incluir 1-10 aminoacidos contiguos de un péptido sefial, dominio transmembrana de B7-DC, o ambos.

En una realizacion de las divulgaciones, las composiciones y/o los productos y/o los métodos de la invencion usan
antagonista de receptor de PD-1, especialmente polipéptidos, incluyendo variantes, homélogos y fragmentos de los
mismos, que se acoplan a otros polipéptidos para formar proteinas de fusiéon que antagonizan el receptor de PD-1
mediante unién a un ligando de PD-1, tal como B7-H1, inhibiendo asi que el ligando interaccione con PD-1. En otra
realizacién de las divulgaciones, se acoplan polipéptidos antagonistas de receptor de PD-1, o variantes de los
mismos, a otros polipéptidos para formar proteinas de fusién que antagonizan el receptor de PD-1 uniéndose a, y
blogueando, el receptor de PD-1 e inhiben o reducen la transduccion de sefales inhibidoras a través de PD-1.

La segunda pareja de unién de polipéptido, o segunda porcién polipeptidica, puede ser N-terminal o C-terminal con
respecto al polipéptido antagonista de PD-1. En una realizacion preferida de las divulgaciones, el segundo
polipéptido es C-terminal con respecto al polipéptido antagonista de PD-1.

En una realizacién preferida, la proteina de fusiéon contemplada para su uso en las composiciones y/o los productos
de la invencién comprende al menos una porcién de un anticuerpo. Con la llegada de métodos de biologia molecular
y tecnologia recombinante, ahora es posible producir moléculas de anticuerpo mediante medios recombinantes y asi
generar secuencias génicas que codifican para secuencias de aminoacidos especificas encontradas en la estructura
polipeptidica de los anticuerpos. Tales anticuerpos pueden producirse o bien mediante clonacién de las secuencias
génicas que codifican para las cadenas polipeptidicas de dichos anticuerpos o bien mediante sintesis directa de
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dichas cadenas polipeptidicas, con ensamblaje in vitro de las cadenas sintetizadas para formar estructuras
tetraméricas activas (HzL2) con afinidad por epitopos y determinantes antigénicos especificos. Esto ha permitido la
facil produccién de anticuerpos que tienen secuencias caracteristicas de anticuerpos neutralizantes a partir de
diferentes especies y fuentes.

Independientemente de la fuente de los anticuerpos, o como se construyen de manera recombinante, o como se
sintetizan, in vitro o in vivo, usando animales transgénicos, tales como vacas, cabras y ovejas, usando cultivos de
célula grandes de tamafno de laboratorio o comercial, en biorreactores o mediante sintesis quimica directa sin
emplear ningun organismo vivo en ninguna fase del procedimiento, todos los anticuerpos tienen una estructura
tridimensional global similar. Esta estructura viene dada con frecuencia como HqlL» y se refiere al hecho de que los
anticuerpos comprenden comunmente 2 cadenas de aminoacidos ligeras (L) y 2 cadenas de aminoacidos pesadas
(H). Ambas cadenas tienen regiones que pueden interaccionar con una diana antigénica estructuralmente
complementaria. Las regiones que interaccionan con la diana se denominan regiones “variables” o “V” y se
caracterizan por diferencias en la secuencia de aminoacidos con respecto a anticuerpos de diferente especificidad
antigénica.

En realizaciones preferidas de las divulgaciones, los polipéptidos antagonistas de receptor de PD-1, incluyendo
fragmentos, mutantes y otras variantes, tienen una primera pareja de fusion que tiene la totalidad o una parte de una
proteina B7-DC o variante de la misma fusionada (i) directamente a un segundo polipéptido o, (ii) opcionalmente,
fusionada a una secuencia de péptido ligador que esta fusionada al segundo polipéptido. La presencia de la pareja
de fusion puede alterar la solubilidad, afinidad y/o valencia del polipéptido de B7-DC. En realizaciones mas
preferidas, se fusionan polipéptidos de B7-DC a uno o mas dominios de una region constante de cadena pesada de
Ig, mas preferiblemente una secuencia de aminoacidos correspondiente a las regiones de bisagra, Cu2 y Cu3 de una
cadena de inmunoglobulina Cyl humana o a las regiones de bisagra, Cn2 y Cu3 de una cadena de inmunoglobulina
Cy2a murina. En una realizacién preferida, la region constante incluye preferiblemente una mutacion (por ejemplo
N297Q) para eliminar o reducir la unién a receptor de Fc.

Las regiones de bisagra, Cv2 y Cx3 de una cadena de inmunoglobulina Cy1 humana tienen la siguiente secuencia
de aminoécidos:

EPKSCDKTHT CPPCPAPELL GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKF 60
NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ YNSTYRVVSV LTVLHQDWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT 120
ISKAKGQPRE PQVYTLPPSR DELTKNQVéL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP 180
PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS RWQQGNVEFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP GK 232
(SEQ ID NO:6).

Las regiones de bisagra, Ch2 y Cr3 de una cadena de inmunoglobulina Cy2a murina tienen la siguiente secuencia
de aminodcidos:

EPRGPTIKPC PPCKdPAPNL LGGPSVFIFP PKIKDVIMIS LSPIVTCVVV DVSEDDPDVQ 60
ISWFVNNVEV HTAQTQTHRE DYNSTLRVVS ALPIQHQDWM SGKEFKCKVN NKDLPAPIER 120
TISKPKGSVR APQVYVLPPP EEEMTKKQVT LTCMVTDEFMP EDIYVEWTNN GKTELNYKNT 180
EPVLDSDGSY FMYSKLRVEK KNWVERNSYS CSVVHEGLHN HHTTKSFSRT PGK 233
(SEQ ID NO:7)

Las proteinas de fusién de B7-DC murino a modo de ejemplo contienen los aminoacidos 20-221 de B7-DC murino
fusionados a los aminoacidos 237-469 de IgG2a murina (CAA49868). Las proteinas de fusién de B7-DC humano
pueden contener los aminoacidos 20-221 de B7-DC humano fusionados a los aminoacidos 245-476 de IgG1
humana (AAA02914). Los péptidos sefal para proteinas de fusién de B7-DC pueden ser los péptidos senal
enddgenos o cualquier otro péptido sefial que facilita la secrecién de la proteina de fusion a partir de un huésped.

Una proteina de fusién de B7-DC-Ig murina representativa se codifica por la secuencia de écido nucleico de SEQ ID
NO: 8.

Se apreciara que las secuencias de &cido nucleico dadas a conocer pueden someterse a optimizacion de codones
para aumentar los niveles de expresion para sintetizar las proteinas de fusién ltiles en los métodos y las
composiciones de la presente invencion. En la técnica se conocen métodos para la optimizaciéon de codones.

La proteina de fusion de B7-DC-Ig murina codificada por SEQ ID NO: 8 tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:
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MLLLLPILNL SLQLHPVAAL FTVTAPKEVY TVDVGSSVSL ECDFDRRECT ELEGIRASLQ 60
KVENDTSLQS ERATLLEEQL PLGKALFHIP SVQVRDSGQY RCLVICGAAW DYKYLTVKVK 120
ASYMRIDTRI LEVPGTGEVQ LTCQARGYPL AEVSWQONVSV PANTSHIRTP EGLYQVTSVL - 180
RLKPQPSRNF SCMFWNAHMK ELTSAIIDPL SRMEPKVPRT WEPRGPTIKP CPPCKCPAPN 240
LLGGPSVFIF PPKIKDVLMI SLSPIVTCVV VDVSEDDPDV QISWEVNNVE VHTAQTQTHR 300
EDYNSTLRVV SALPIQHODW MSGKEFKCKV NNKDLPAPIE RTISKPKGSV RAPQVYVLPP 360
PEEEMTKKQV TLTCMVTDFM PEDIYVEWTN NGKTELNYKN TEPVLDSDGS YFMYSKLRVE 420
KKNWVERNSY SCSVVHEGLH NHHTTKSFSR TPGK 454

(SEQ ID NO:9)

SEQ ID NO: 10 proporciona la secuencia de aminoacidos para la proteina de fusion de B7-DC-Ig murina sin la
secuencia sefal.

LETVTAPKEV YTVDVGSSVS LECDFDRREC TELEGIRASL QKVENDTSLQ SERATLLEEQ 60
LPLGKALFHI PSVQVRDSGQ YRCLVICGAA WDYKYLTVKV KASYMRIDTR ILEVPGTGEV 120
QLTCQARGYP LAEVSWQNVS VPANTSHIRT PEGLYQVTSV LRLKPQPSRN FSCMFWNAHM 180
KELTSAIIDP LSRMEPKVPR TWEPRGPTIK PCPPCKCPAP NLLGGPSVFI FPPKIKDVLM 240
ISLSPIVTCV VVDVSEDDPD VQISWEVNNV. EVHTAQTQTH.REDYNSTLRV VSALPIQHQD 300
WMSGKEFKCK VNNKDLPAPI ERTISKPKGS VRAPQVYVLP PPEEEMTKKQ VTLTCMVTDF 360
MPEbIYVEWT NNGKTELNYK NTEPVLDSDG SYFMYSKLRV EKKNWVERNS YSCSVVHEGL 420

HENHHTTKSFS RTPGK 435
(SEQ ID NO:10)

En una realizacion, B7-DC-Ig humana se codifica por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 11, que codifica
para la secuencia de aminodcidos de B7-DC-Ig humana:

MIFLLLMLSL ELQLHQIAAL FTVTVPKELY IIEHGSNVTL ECNFDTGSHV NLGAITASLQ 60
KVENDTSPHR ERATLLEEQL PLGKASFHIP QVQVRDEGQY QCIIIYGVAW DYKYLTLKVK 120
ASYRKINTHI LKVPETDEVE LTCQATGYPL AEVSWPNVSV PANTSHSRTP EGLYQVTSVL 180
RLKPPPGRNF SCVFWNTHVR ELTLASIDLQ SQMEPRTHPT WEPKSCDKTH TCPPCPAPEL 240
LGGPSVFLFP PKPKDTLMIS RTPEVTCVVV DVSHEDPEVK FNWYVDGVEV HNAKTKPREE 300
QYNSTYRVVS VLTVLHQDWL NGKEYKCKVS NKALPAPIEK TISKAKGQPR EPQVYTLPPS 360
RDELTKNQVS LTCLVKGFYP SDIAVEWESN GQPENNYKTT PPVLDSDGSF FLYSKLTVDK 420
SRWQQGNVFS CSVMHEALHN HYTQKSLSLS PGK 453

(SEQ ID NO:12)

La presente invencion contempla especificamente realizaciones en las que la proteina de fusién madura util en los

métodos y las composiciones de la invencion tiene la sefial secuencia eliminada. En una realizacién preferida, la
secuencia sefal se elimina completamente.

SEQ ID NO: 13 proporciona la secuencia de aminoacidos para B7-DC-Ig humana sin la secuencia sefal.

LFTVTVPKEL ?IIEHGSNVT LECNFDTGSé VNﬁGAITASL QKVENDTSPH RERATLLEEQ 60
LPLGKASFHI PQVQVRDEGQ YQCITIIYGVA WDYKYLTLKV KASYRKINTH ILKVPETDEV 120
ELTCOATGYP LAEVSWPNVS VPANTSHSRT PEGLYQVTSV LRLKPPPGRN FSCVFWNTHV 180
RELTLASIDL QSQMEPRTHP TWEPKSCDKT HTCPPCPAPE LLGGPSVFLF PPKPKDTLMI 240
SRTPEVTCVV VDVSHEDPEV KFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQYNSTYRVV SVLTVLHQDW 300
LNGKEYKCKV SNKALPAPIE KTISKAKGQP REPQVYTLPP SRDELTKNQV SLTCLVKGFY 360
PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS FFLYSKLTVD KSRWQQGNVF SCSVMHEALH 420
NHYTQKSLSL SPGK 434

(SEQ ID NO:13).

Las presentes divulgaciones contemplan especificamente realizaciones en las que las proteinas de fusién de B7-
DC-lg dadas a conocer usadas en los métodos y las composiciones dados a conocer en el presente documento
tienen una identidad de secuencia de al menos aproximadamente el 80%, el 85%, el 90%, el 99% o el 100% con
respecto a SEQ ID NO: 9, 10,12 6 13.
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En otra realizacién de las divulgaciones, el polipéptido de fusion puede tener funcion biespecifica mediante lo cual la
primera pareja de fusion se une a un ligando de PD-1, tal como B7-H1, y la segunda pareja de fusiéon se une al
receptor de PD-1 sin desencadenar la transduccién de sefales inhibidoras a través del receptor de PD-1.

Aunque un polipéptido util en la invencion puede ser monomeérico o dimérico, las propias proteinas de fusién pueden
presentarse en una forma monomérica u oligomérica, preferiblemente como dimero. En realizaciones especificas,
las proteinas de fusion utiles como antagonistas de PD-1 en las composiciones de la invencién pueden ensamblarse
de manera espontanea para dar formas oligoméricas, especialmente diméricas, o pueden unirse quimicamente para
formar tales oligémeros mediante medios bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, una proteina de fusion util en la
puesta en practica de la invencién puede comprender a su vez una porcioén de un polipéptido de B7-DC fusionada a
una porcién de un anticuerpo y éstas a su vez pueden ensamblarse para dar un dimero. En un ejemplo de este tipo,
un polipéptido para su uso en la invencién se fusiona como una Unica cadena de aminodcidos a la regién Fc de un
anticuerpo (tal como cuando este constructo se expresa a partir de un Unico polinucleétido recombinante), tras lo
cual se unen dos productos de fusién de este tipo entre si para formar un homodimero, tal como mediante unién
disulfuro entre las regiones Fc respectivas.

Tales productos diméricos pueden ser homodimeros (cuando ambas proteinas de fusién monoméricas son
idénticas) o pueden ser heterodimeros (cuando dos proteinas de fusién diferentes estan unidas entre si). Los
monomeros individuales de tales dimeros pueden unirse mediante cualquier medio conocido en la técnica, tal como
mediante enlace covalente (por ejemplo, una unién disulfuro) o mediante enlace no covalente (tal como una
interaccion i6nica). Las B7-DC-Ig usadas en los ejemplos de la invencién estaban presentes en forma de un
homodimero que tenia 2 copias de SEQ ID NO: 10 unidas entre si mediante una union disulfuro. Ademas, los
heterodimeros de la invencion incluyen proteinas y proteinas de fusion biespecificas en las que una porcion
monomeérica se une a PD-1 y la otra se une a un ligando natural de PD-1. Tales heterodimeros se forman mediante
acoplamiento de polipéptidos y proteinas de fusion descritos exhaustivamente en otra parte en el presente
documento.

En otra realizacién Util de la invencion, la proteina de fusién antagonista de PD-1 es un heterodimero, tal como
cuando dos proteinas de fusion se unen entre si pero no tienen secuencias de aminoacidos idénticas. En un ejemplo
especifico, cada monémero puede comprender una porciéon de Fc de un anticuerpo unida a un fragmento activo de
un polipéptido de B7-DC cuando estos fragmentos activos son de diferentes porciones del polipéptido de B7-DC o
cuando una proteina de fusion que comprende una porcién de Fc de un anticuerpo fusionada a un polipéptido de B7-
DC nativo de longitud completa se une (por ejemplo, se reticula) a una proteina de fusién que comprende una
porcién de Fc de un anticuerpo y un fragmento activo de un polipéptido de B7-DC nativo de longitud completa. En
cada uno de tales casos, la porcidn del anticuerpo usada para formar cada proteina de fusion monomeérica puede ser
diferente entre las dos unidades monoméricas. Cualquier combinacion dimérica de este tipo se contempla
especificamente por los métodos y las composiciones de la invencion.

En una proteina de fusién dimérica preferida, el dimero resulta de la unién mediante enlace covalente de residuo de
Cys en las regiones CH de dos de las cadenas pesadas de Ig que son los mismos residuos de Cys que estan unidos
mediante unién disulfuro en cadenas pesadas de Ig normales dimerizadas.

Todavia otra realizacién proporciona un constructo tetramérico que tiene un sustrato BirA fusionado al dominio
extracelular de un polipéptido de B7-DC variante. En la técnica se conocen métodos para preparar constructos
tetraméricos (véase Pertovas, et al., J. Exp. Med., 203:2281 (2006)).

7. Anticuerpos anti-PD-1 y otros anticuerpos

Otros antagonistas de PD-1 contemplados por los métodos de las divulgaciones incluyen anticuerpos que se unen a
PD-1 o a ligandos de PD-1, y otros anticuerpos.

En un aspecto, las presentes divulgaciones se refieren a un método de aumento de una respuesta de células T en
un mamifero que lo necesita, que comprende administrar a dicho mamifero un régimen de tratamiento eficaz que
comprende un anticuerpo anti-PD-1 y un agente de potenciacién, en el que dicho régimen de tratamiento es eficaz
para aumentar la respuesta de células T de dicho mamifero frente a dicho antigeno.

Los anticuerpos anti-PD-1 utiles en el/los régimen/regimenes de tratamiento de las divulgaciones incluyen, pero no
se limitan a, los descritos en las siguientes publicaciones:

Documento PCT/IL03/00425 (Hardy et al., documento WO/2003/099196)
Documento PCT/JP2006/309606 (Korman et al., documento WO/2006/121168)

Documento PCT/US2008/008925 (Li et al., documento WO/2009/014708)
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Documento PCT/JP03/08420 (Honjo et al., documento WO/2004/004771)
Documento PCT/JP04/00549 (Honjo et al., documento WO/2004/072286)
Documento PCT/IB2003/006304 (Collins et al., documento WO/2004/056875)
Documento PCT/US2007/088851 (Ahmed et al., documento WO/2008/083174)
Documento PCT/US2006/026046 (Korman et al., documento WO/2007/005874)
Documento PCT/US2008/084923 (Terrett et al., documento WO/2009/073533)
Berger et al., Clin. Cancer Res., vol. 14, pags. 30443051 (2008).

Un ejemplo especifico de un anticuerpo anti-PD-1 util en los métodos de las divulgaciones es MDX-1106 (véase
Kosak, documento US 20070166281 (publicado el 19 de julio de 2007) en el parrafo 42), un anticuerpo anti-PD-1
humano, administrado preferiblemente a una dosis de 3 mg/kg.

En otro aspecto, las presentes divulgaciones se refieren a un método de aumento de una respuesta de células T en
un mamifero que lo necesita, que comprende administrar a dicho mamifero un régimen de tratamiento eficaz que
comprende un anticuerpo anti-ligando de PD-1, por ejemplo un anticuerpo anti-B7-H1, y un agente de potenciacién,
en el que dicho régimen de tratamiento es eficaz para aumentar la respuesta de células T de dicho mamifero frente
a dicho antigeno.

Los anticuerpos anti-B7-H1 utiles en el/los régimen/regimenes de tratamiento de las divulgaciones incluyen, pero no
se limitan a, los descritos en las siguientes publicaciones:

Documento PCT/US06/022423 (documento W(O/2006/133396, publicado el 14 de diciembre de 2006)
Documento PCT/US07/088851 (documento W(O/2008/083174, publicado el 10 de julio de 2008)
Documento US 2006/0110383 (publicado el 25 de mayo 2006)

Un ejemplo especifico de un anticuerpo anti-B7-H1 Gtil en los métodos de las divulgaciones es MDX-1105
(documento WO/2007/005874, publicado el 11 de enero de 2007)), un anticuerpo anti-B7-H1 humano. Para los
anticuerpos anti-B7-DC, véanse los documentos 7.411.051, 7.052.694, 7.390.888, 20060099203.

Otra realizacion de las divulgaciones incluye un anticuerpo biespecifico que comprende un anticuerpo que se une al
receptor de PD-1 unido en puente a un anticuerpo que se une a un ligando de PD-1, tal como B7-H1. En una
realizacién preferida de las divulgaciones, la porcion de uniéon a PD-1 reduce o inhibe la transduccion de senales a
través del receptor de PD-1.

No es necesario que el anticuerpo para su uso en las divulgaciones sea un anticuerpo anti-PD-1 o anti-ligando de
PD-1, sino que puede ser otro anticuerpo Util para mediar los efectos de células T en una respuesta inmunitaria. En
este aspecto, las presentes divulgaciones se refieren a un método de aumento de una respuesta de células T frente
a un antigeno en un mamifero que lo necesita, que comprende administrar a dicho mamifero un régimen de
tratamiento eficaz que comprende un anticuerpo anti-CTLA4 y un agente de potenciacion, en el que dicho régimen
de tratamiento es eficaz para aumentar la respuesta de células T de dicho mamifero frente a dicho antigeno. Un
ejemplo de un anticuerpo anti-CTLA4 contemplado para su uso en los métodos de las divulgaciones incluye un
anticuerpo tal como se describe en el documento PCT/US2006/043690 (Fischkoff et al., documento
WO/2007/056539).

Ejemplos especificos de un anticuerpo anti-CTLA4 Util en los métodos de las divulgaciones son ipilimumab, también
conocido como MDX-010 o MDX-101, un anticuerpo anti-CTLA4 humano, administrado preferiblemente a una dosis
de 10 mg/kg, y tremelimumab un anticuerpo anti-CTLA4 humano, administrado preferiblemente a una dosis de
15 mg/kg.

8. Antagonistas de PD-1 de molécula pequena

Los antagonistas de receptor de PD-1 también pueden ser antagonistas de molécula pequefa. El término “molécula
pequeia” se refiere a compuestos organicos pequefos que tienen un peso molecular de mas de 100 y de menos de
aproximadamente 2.500 Dalton, preferiblemente entre 100 y 2000, mas preferiblemente entre aproximadamente 100
y aproximadamente 1250, mas preferiblemente entre aproximadamente 100 y aproximadamente 1000, mas
preferiblemente entre aproximadamente 100 y aproximadamente 750, mas preferiblemente entre aproximadamente
200 y aproximadamente 500 Dalton. Las moléculas pequenas a menudo incluyen estructuras carbonadas ciclicas o
heterociclicas y/o estructuras aromaticas o poliaromaticas sustituidas con uno o mas grupos funcionales. Los
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antagonistas de molécula pequefia reducen o interfieren con la transduccion de sefales del receptor de PD-1 al
unirse a ligandos de PD-1 tales como B7-H1 y B7-DC e impedir que el ligando interaccione con PD-1 o al unirse
directamente a, y bloquear, el receptor de PD-1 sin desencadenar la transduccién de senales a través del receptor
de PD-1.

En una realizacion de las divulgaciones, una molécula pequefia de este tipo puede administrarse en combinacion
con otro antagonista de PD-1 o antagonista de CTLA4, tal como un anticuerpo especifico para PD-1 o uno de sus
ligandos o un anticuerpo especifico para CTLA4 o uno de sus ligandos. Por tanto, tales moléculas pequefas pueden
administrarse como compuestos en uno 0 mas de los métodos de las divulgaciones o pueden administrarse en
combinacion con otros compuestos utiles en los métodos de las divulgaciones. Por ejemplo, se ha mostrado que una
serie de compuestos organicos pequenos se unen a ligando B7-1 para impedir la uniéon a CTLA4 (véase Erbe et al.,
J. Biol. Chem., vol. 277, pags. 7363-7368 (2002)). Tales compuestos organicos pequefios podrian administrarse
solos o junto con un anticuerpo anti-CTLA4, en combinacién con la administracion de CTX, para reducir la
transduccion de sefales inhibidoras de células T.

En una realizacion de las divulgaciones, los antagonistas de PD-1 o antagonistas de CTLA4 contemplados para su
uso en los métodos de la invencion incluyen acidos nucleico antisentido, tanto ADN como ARN, asi como moléculas
de ARNip. Tales moléculas antisentido impiden la expresion de PD-1 en células T asi como la produccion de
ligandos de células T, tales como B7-H1, PD-L1 y PD-L2. Por ejemplo, ARNip (por ejemplo, de aproximadamente 21
nucleétidos de longitud, que es especifico para el gen que codifica para PD-1, o que codifica para un ligando de PD-
1, y cuyos oligonucleétidos pueden adquirirse facilmente de manera comercial) complejado con portadores, tales
como polietilenimina (véase Cubillos-Ruiz et al., J. Clin. Invest. 119(8): 2231-2244 (2009)), se capta facilmente por
células que expresan PD-1 asi como ligandos de PD-1 y reduce la expresién de estos receptores y ligandos para
lograr una disminucién de la transduccién de sefales inhibidoras en células T, activando asi las células T.

B. AGENTES DE POTENCIACION

Segun las divulgaciones, la actividad del antagonista de PD-1 aumenta, preferiblemente de manera sinérgica, por la
presencia de un agente de potenciacion. El agente de potenciacidon actla para aumentar la eficacia del antagonista
de receptor de PD-1, posiblemente mediante mas de un mecanismo, aunque el mecanismo de accion preciso no es
esencial para la practica amplia de la presente invencion.

En la realizacion preferida, el agente de potenciacion es ciclofosfamida. Ciclofosfamida (CTX, Cytoxan®, o} Neosar®)
es un farmaco de oxazafosforina y los andlogos incluyen ifosfamida (IFO, Ifex), perfosfamida, trofosfamida
(trofosfamida; Ixoten), y sales, solvatos, profarmacos y metabolitos farmacéuticamente aceptables de los mismos
(solicitud de patente estadounidense 20070202077). Ifosfamida (MITOXANA®) es un analogo estructural de
ciclofosfamida y se considera que su mecanismo de acciéon es idéntico o sustancialmente similar al de
ciclofosfamida. Perfosfamida (4-hidroperoxiciclofosfamida) y trofosfamida también son agentes alquilantes, que
estan relacionados estructuralmente con ciclofosfamida. Por ejemplo, la perfosfamida alquila el ADN, inhibiendo asi
la replicacion del ADN y la sintesis de ARN y proteinas. Se han disefiado y evaluado nuevos derivados de
oxazafosforinas en un intento por mejorar la selectividad y la respuesta con toxicidad del huésped reducida (Liang J,
Huang M, Duan W, Yu XQ, Zhou S. Design of new oxazaphosphorine anticancer drugs. Curr Pharm Des. 2007;
13(9): 963-78. Revision). Estos incluyen mafosfamida (NSC 345842), glufosfamida (D19575, mostaza de beta-D-
glucosilisofosforamida), S-(-)-bromofosfamida (CBM-11), NSC 612567 (aldofosfamida-perhidrotiazina) y NSC 613060
(aldofosfamida-tiazolidina). La mafosfamida es un andlogo de oxazafosforina que es una sal del &cido 4-
tioetanosulfénico de 4-hidroxi-CPA quimicamente estable. La glufosfamida es un derivado de IFO en el que la
mostaza de isofosforamida, el metabolito de alquilacién de IFO, se une mediante enlace glicosidico a una molécula
de beta-D-glucosa. Se describen analogos de ciclofosfamida adicionales en la patente estadounidense 5.190.929
titulada “Cyclophosphamide analogs useful as anti-tumor agents”.

En otras realizaciones de las divulgaciones, el agente de potenciacion es un agente que reduce la actividad y/o el
namero de linfocitos T reguladores (T-reg), preferiblemente, tal como se reivindica, sunitinib (SUTENT®), anticuerpo
anti-TGFf o imatinib (GLEEVAC®). El régimen de tratamiento citado también puede incluir administrar un adyuvante.

Los agentes de potenciacién Utiles también incluyen inhibidores de la mitosis, tales como paclitaxel, inhibidores de
aromatasa (por ejemplo letrozol) e inhibidores de la angiogénesis (inhibidores de VEGF por ejemplo Avastin, VEGF-
Trap) (véase, por ejemplo, Li et al., Vascular endothelial growth factor blockade reduces intratumoral regulatory T
cells and enhances the efficacy of a GM-CSF-secreting cancer immunotherapy. Clin Cancer Res. 15 de noviembre
de 2006; 12(22) 6808-16), antagonistas de TLR4 y antagonistas de IL-18, o tal como se reivindica en el presente
documento antraciclinas, oxaliplatino, doxorubicina.

C. COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

En un aspecto, las divulgaciones se refieren a una composicion terapéutica, que comprende una molécula que
impide la transduccion de sefales inhibidoras a través de PD-1, o un antagonista de CTLA4, y un agente de
potenciacion en un portador farmacéuticamente aceptable. Los componentes de dicha composicion estan presentes
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en una cantidad eficaz para aumentar una respuesta de células T en un mamifero. En realizaciones especificas de
las divulgaciones, el agente de potenciacion es ciclofosfamida o un analogo de ciclofosfamida, habiéndose citado
anteriormente ejemplos de tales analogos.

En otros ejemplos especificos, el agente de potenciacion es un agente que reduce la actividad de los linfocitos T
reguladores (T-reg), preferiblemente en el que la actividad se reduce debido a una disminucién en el nimero de
dichos T-reg. En realizaciones preferidas no limitativas, el agente es sunitinib (SUTENT®), anticuerpo anti-TGFp o
imatinib (GLEEVAC®).

El agente de potenciacion util en la formulacion de composiciones de las divulgaciones también incluyen inhibidores
de la mitosis, tales como paclitaxel, inhibidores de aromatasa (por ejemplo letrozol), inhibidores de la angiogénesis
(inhibidores de VEGF por ejemplo Avastin, VEGF-Trap), antraciclinas, oxaliplatino, doxorubicina, antagonistas de
TLR4 y antagonistas de IL-18.

Una composicién terapéutica de la invencion también comprende opcionalmente al menos un agente adicional que
puede ser uno o mas de un anticuerpo anti-PD-1, un anticuerpo anti-CTLA4, un inhibidor de la mitosis, un inhibidor
de aromatasa, un antagonista de receptor de adenosina A2a (A2AR) o un inhibidor de la angiogénesis.

Cualquiera de las composiciones terapéuticas de la invencién puede contener también uno o mas adyuvantes tal
como se describe en el presente documento.

Un antagonista de PD-1 atil como componente de una composicidon terapéutica de las divulgaciones incluye
cualquiera de los antagonistas de PD-1 citados en el presente documento para su uso en cualquiera de los métodos
de las divulgaciones. Por ejemplo, un antagonista de PD-1 de este tipo incluye cualquiera de las proteinas de fusion
citadas en el presente documento. Un antagonista de este tipo también puede ser cualquiera de los polipéptidos o
fragmentos de union a PD-1 citados en el presente documento para su uso como la primera porcion polipeptidica de
cualquiera de las proteinas de fusion descritas para su uso en cualquiera de los métodos de las divulgaciones. Un
antagonista de este tipo puede ser ademds un anticuerpo, tal como cualquiera de los anticuerpos anti-PD-1, anti-B7-
DC o anti-B7-H1 conocidos mencionados en el presente documento.

Una composicién terapéutica de las divulgaciones también incluye, ademas o en lugar del antagonista de PD-1
mencionado anteriormente, un anticuerpo anti-CTLA4. Una composicion de este tipo contendra por tanto un
anticuerpo anti-CTLA4 de este tipo y un agente de potenciacién del tipo ya descrito en el presente documento.

Una composicion terapéutica de las divulgaciones encuentra uso en cualquiera de los métodos de las divulgaciones
en el presente documento. Una composicion de este tipo, aunque esté prevista para su uso como tratamiento activo
de un estado patologico, también puede encontrar uso como composicion profilactica para prevenir cualquiera de las
enfermedades citadas en el presente documento.

En un aspecto, las presentes divulgaciones contemplan una composicién terapéutica que comprende un antagonista
de PD-1 y un agente de potenciacion en un portador farmacéuticamente aceptable, en la que el antagonista de PD-1
y el agente de potenciacion estan presentes juntos en una cantidad eficaz para aumentar una respuesta de células T
en un mamifero.

Las composiciones terapéuticas dentro del alcance de las divulgaciones incluyen composiciones que comprenden
todas y cada una de las combinaciones de los anticuerpos y/o antagonistas de PD-1 dados a conocer en el presente
documento con cualquiera de los agentes de potenciacién citados. A modo de ejemplos no limitativos, una
composicién terapéutica de las divulgaciones incluye una composicién que comprende una cantidad eficaz de uno o
mas antagonistas de PD-1, tal como una combinacién de cualquiera o la totalidad de los polipéptidos de longitud
completa indicados en el presente documento como SEQ ID NO especificas u homologos de los mismos, junto con
uno o mas fragmentos de cualquiera de dichos polipéptidos, incluyendo en la que cualquiera o todos se fusionan a
otras proteinas, tal como fusiéon a una o mas inmunoglobulinas citadas en el presente documento, o no se fusionan,
y que comprende uno o0 mas agentes de potenciacion, tales como ciclofosfamida sola, o ciclofosfamida mas uno o
mas analogos de la misma, s6lo uno o mas analogos de ciclofosfamida, o el agente de potenciacion puede consistir
en ciclofosfamida y un agente que reduce el nimero de T reg en un mamifero que recibe la composicién, o puede
consistir en un analogo de ciclofosfamida mas un agente que reduce el nimero de T reg o el agente de potenciacion
puede consistir sélo en uno 0 mas agentes que reducen el numero de T reg u otra actividad de Treg. Todas estas
combinaciones se contemplan por las divulgaciones siempre que la composicién comprenda al menos un anticuerpo
y/o antagonista de PD-1 que media en la actividad de células T y al menos un agente de potenciacion.

Las composiciones de la invencion también pueden incluir agentes activos adicionales. En realizaciones preferidas
de cualquiera de las composiciones de la invencién, la composicion farmacéutica o terapéutica comprende ademas
al menos un agente adicional seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo anti-PD-1, un anticuerpo anti-
CTLA4, un inhibidor de la mitosis, tal como paclitaxel, un inhibidor de aromatasa, tal como letrozol, un antagonista de
A2AR, un inhibidor de la angiogénesis, antraciclinas, oxaliplatino, doxorubicina, antagonistas de TLR4 y antagonistas
de IL-18.
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El antagonista de PD-1 y/o agente de potenciacién puede administrarse mediante cualquier medio adecuado. En
una realizacion preferida, el antagonista de PD-1 y/o agente de potenciacion se administra en una disolucion
acuosa, mediante inyeccion parenteral. La formulacion también puede estar en forma de una suspensiéon o emulsién.
En general, se proporcionan composiciones farmacéuticas que incluyen cantidades eficaces de un péptido o
polipéptido, y opcionalmente incluyen diluyentes, conservantes, solubilizantes, emulsionantes, adyuvantes y/o
portadores farmacéuticamente aceptables. Tales composiciones incluyen diluyentes, agua estéril, soluciéon salina
tamponada con diversos contenidos de tampdn (por ejemplo, Tris-HCI, acetato, fosfato), pH y fuerzas idnicas; y
opcionalmente, aditivos tales como detergentes y agentes solubilizantes (por ejemplo, TWEEN 20, TWEEN 80,
polisorbato 80), antioxidantes (por ejemplo, &cido ascdérbico, matabisulfito de sodio) y conservantes (por ejemplo,
Thimersol, alcohol bencilico) y sustancias de carga (por ejemplo, lactosa, manitol). Ejemplos de disolventes o
vehiculos no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales, tales como aceite de oliva y aceite de
maiz, gelatina y ésteres orgénicos inyectables tales como oleato de etilo. Las formulaciones pueden liofilizarse y
redisolverse/resuspenderse inmediatamente antes de su uso. La formulacion puede esterilizarse, por ejemplo,
mediante filtracion a través de un filtro de retencidén de bacterias, mediante la incorporacion de agentes esterilizantes
en las composiciones, mediante la irradiacion de las composiciones, o mediante el calentamiento de las
composiciones.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden administrarse mediante las vias de administracion
parenteral (inyeccion intramuscular, intraperitoneal, intravenosa (i.v.) o subcutanea), transdérmica (o bien
pasivamente o bien usando iontoforesis o electroporacion) o transmucosa (nasal, vaginal, rectal, o sublingual). Los
métodos de administracién de las composiciones de la invencién no excluyen administrar el antagonista de PD-1 y el
agente de potenciacién por vias separadas y diferentes (por ejemplo, por via topica).

El antagonista de PD-1 y el agente de potenciacion pueden administrarse al mismo tiempo, 0 en momentos
diferentes, administrandose el agente de potenciacion antes o después del antagonista de PD-1. En una realizacion
de las divulgaciones, un agente de potenciaciéon se administra tanto antes como después del antagonista de PD-1.
En una realizacién de este tipo, el mismo agente de potenciacién se administra antes y después del antagonista de
PD-1. En otra realizacion, el agente de potenciacion se administra antes del antagonista de PD-1.

Tal como se usa en el presente documento, el término “cantidad eficaz” o “cantidad terapéuticamente eficaz”
significa una dosificacién suficiente para tratar, inhibir o aliviar uno 0 méas sintomas del trastorno que estéa tratandose
0 para proporcionar de otro modo un efecto farmacoldgico y/o fisiolégico deseado. La dosificacion precisa variara
segun una variedad de factores tales como variables dependientes del sujeto (por ejemplo, edad, salud del sistema
inmunitario, etc.), la enfermedad y el tratamiento que esté realizandose. Cantidades terapéuticamente eficaces de
anticuerpos y/o antagonistas de receptor de PD-1 junto con un agente de potenciacién provocan que se active o se
mantenga una respuesta inmunitaria.

La dosificacion seleccionada depende del efecto terapéutico deseado, de la via de administracién y de la duracion
del tratamiento deseado. Generalmente se administran niveles de dosificacién de 0,001 a 50 mg/kg de peso corporal
diarios a mamiferos. Preferiblemente, dicha dosis es de 1 a 50 mg/kg, mas preferiblemente de 1 a 40 mg/kg, o
incluso de 1 a 30 mg/kg, siendo una dosis de 2 a 20 mg/kg también una dosis preferida. Los ejemplos de otras
dosificaciones incluyen de 2 a 15 mg/kg, o de 2 a 10 mg/kg o incluso de 3 a 5 mg/kg, siendo una dosis de
aproximadamente 4 mg/kg un ejemplo especifico.

Para regimenes de tratamiento que usan un agente de potenciacion y un anticuerpo, tal como un anticuerpo anti-PD-
1 o un anticuerpo anti-CTLA4, las dosificaciones estan cominmente en el intervalo de 0,1 a 100 mg/kg, prefiriéndose
intervalos mas cortos de 1 a 50 mg/kg y prefiriéndose mas intervalos de 10 a 20 mg/kg. Una dosis apropiada para un
sujeto humano es de entre 5 y 15 mg/kg, siendo lo mas preferido 10 mg/kg de anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo
anti-PD-1 humano, como MDX-1106) (mas una dosis adecuada de ciclofosfamida u otro agente de potenciacion
administrado hasta aproximadamente 24 horas antes del anticuerpo).

En general, a modo de ejemplo Unicamente, las formas de dosificacion basadas en el peso corporal para cualquiera
de los antagonistas de transduccién de senales Utiles en los métodos de la invencion incluyen dosis en el intervalo
de 5-300 mg/kg, o 5-290 mg/kg, o 5-280 mg/kg, o 5-270 mg/kg, 0 5-260 mg/kg, o 5-250 mg/kg, o 5-240 mg/kg, o 5-
230 mg/kg, 0 5-220 mg/kg, o0 5-210 mg/kg, o de 20 a 180 mg/kg, o de 30 a 170 mg/kg, o de 40 a 160 mg/kg, o de 50
a 150 mg/kg, o de 60 a 140 mg/kg, o de 70 a 130 mg/kg, o de 80 a 120 mg/kg, o de 90 a 110 mg/kg, o de 95 a
105 mg/kg, siendo las dosis de 3 mg/kg, 5 mg/kg, 7 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg, 20 mg/kg, 25 mg/kg, 30 mg/kg,
50 mg/kg y 100 mg/kg ejemplos especificos de dosis preferidas. Naturalmente, tales dosis pueden repetirse.
Naturalmente, la dosis estara correlacionada con la identidad del mamifero que recibe dicha dosis. Las dosis en los
intervalos de mg/kg citados anteriormente son convenientes para mamiferos, incluyendo roedores, tales como
ratones y ratas, y primates, especialmente seres humanos, prefiriéndose especialmente dosis de aproximadamente
5 mg/kg, aproximadamente 10 mg/kg y aproximadamente 15 mg/kg para tratar seres humanos.

Segun el régimen de tratamiento de la invencién, el agente de potenciacion, por ejemplo ciclofosfamida, se
administra en dosis no tdxicas que varian dependiendo del animal. En realizaciones especificas, el agente de
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potenciacion se administra mediante cualquier medio de administracién adecuado, incluyendo parenteral u oral,
incluyendo el primero administracion sistémica, tal como intravenosa. Por ejemplo, un agente de potenciacion como
ciclofosfamida normalmente se administra por via oral. Una administracién de este tipo puede realizarse en cualquier
dosificacién conveniente, dependiendo del agente de potenciacion. La dosificacién en cada caso puede basarse en
el peso corporal o puede administrarse como una dosificacion unitaria.

Aunque la propia CTX no es tdxica, algunos de sus metabolitos son agentes alquilantes citotéxicos que inducen
reticulacion de ADN, y a dosis superiores, rompe cadenas. Muchas células son resistentes a CTX porque expresan
altos niveles de la enzima detoxificante aldehido deshidrogenasa (ALDH). CTX selecciona como diana linfocitos en
proliferacién, ya que los linfocitos (pero no las células madre hematopoyéticas) sélo expresan bajos niveles de
ALDH, y las células en division son las mas sensibles a los agentes de alquilacion del ADN.

Dosis bajas de CTX (<200 mg/kg) pueden tener efectos inmunoestimuladores, incluyendo estimulacion de
respuestas inmunitarias antitumorales en modelos de cancer de raton y seres humanos (Brode & Cooke Crit Rev.
Immunol. 28:109-126 (2008)). Estas dosis bajas son subterapéuticas y no tienen una actividad antitumoral directa.
En contraposicion, altas dosis de CTX inhiben la respuesta antitumoral. Varios mecanismos pueden explicar el papel
de CTX en la potenciacion de la respuesta inmunitaria antitumoral: (a) deplecién de Treg CD4+CD25+FoxP3+ (y
especificamente Treg en proliferacion, o que puede ser especialmente supresor), (b) deplecién de linfocitos B; (c)
induccion de éxido nitrico (NO), dando como resultado la supresion del crecimiento de células tumorales; (d)
movilizacion y expansion de MDSC CD11b+Gr-1+. Estos efectos primarios tienen numerosos efectos secundarios;
por ejemplo tras la deplecion de Treg los macréfagos producen mas IFN-y y menos IL-10. También se ha mostrado
que CTX induce expresién de IFN de tipo | y promueve la proliferacion homeostatica de linfocitos.

La deplecion de Treg se cita muy frecuentemente como el mecanismo por el que CTX potencia la respuesta
inmunitaria antitumoral. Esta conclusion se basa en parte en los resultados de experimentos de transferencia
adoptiva. En el modelo de tumor AB1-HA, el tratamiento con CTX en el dia 9 produce una tasa de cura del 75%. La
transferencia de Treg purificados en el dia 12 inhibié casi completamente la respuesta de CTX (van der Most et al.
Cancer Immunol. Immunother. 58:1219-1228 (2009)). Se observd un resultado similar en el modelo de tumor HHD2:
la transferencia adoptiva de Treg CD4+CD25+ tras el pretratamiento con CTX eliminé la respuesta terapéutica frente
a la vacuna (Taieb, J. J. Immunol. 176:2722-2729 (2006)).

Numerosos ensayos clinicos con seres humanos han demostrado que CTX a dosis baja es un agente seguro, bien
tolerado y eficaz para promover respuestas inmunitarias antitumorales (Bas, & Mastrangelo Cancer Immunol.
Immunother. 47:1-12 (1998)).

La dosis 6ptima para CTX para potenciar una respuesta inmunitaria antitumoral, es una que disminuya los recuentos
globales de células T disminuyendo los niveles de Treg por debajo del intervalo normal pero que sea subterapéutica
(véase Machiels et al. Cancer Res. 61:3689-3697 (2001)).

En ensayos clinicos con seres humanos en los que se ha usado CTX como un agente de inmunopotenciacion,
habitualmente se ha usado una dosis de 300 mg/mz. Para un varén medio (6 pies, 170 libras (78 kg) con un area de
superficie corporal de 1,98 m?), 300 mg/m? son 8 mg/kg, o 624 mg de proteina total. En modelos de cancer de ratén,
se ha observado eficacia a dosis que oscilan entre 15 - 150 mg/kg, que se refiere a 0,45 - 4,5 mg de proteina total en
un ratén de 30 g (Machiels et al. Cancer Res. 61:3689-3697 (2001), Hengst et al Cancer Res. 41:2163-2167 (1981),
Hengst Cancer Res. 40:2135-2141 (1980)).

Para mamiferos mayores, tales como un primate, preferiblemente un paciente humano, pueden usarse tales dosis
en mg/m? pero pueden preferirse dosis unitarias administradas a lo largo de un intervalo de tiempo finito. Tales dosis
unitarias que pueden administrarse diariamente durante un periodo de tiempo finito, tal como de hasta 3 dias, o
hasta 5 dias, o hasta 7 dias, o hasta 10 dias, o hasta 15 dias o hasta 20 dias o hasta 25 dias, se contemplan todas
ellas especificamente por la invencién. Puede aplicarse el mismo régimen para los otros agentes de potenciacion
citados en el presente documento.

Todas las administraciones de este tipo dadas a conocer en el presente documento pero no reivindicadas pueden
realizarse antes de o tras la administracion de una molécula de unién a PD-1 de la invencion. Alternativamente, la
administracion de una o mas dosis de una molécula de union a PD-1 de la invencion puede escalonarse
temporalmente con la administracion del agente de potenciacion para formar un ciclo uniforme o no uniforme de
tratamiento por el que se administra una o méas dosis de agente de potenciacién, seguido por una 0 mas dosis de un
compuesto de unién a PD-1, seguido por una o mas dosis de agente de potenciacion, todo ello segun cualquier
programa que se seleccione o se desee por el investigador o el médico que administra dichos agentes.

En otras realizaciones especificas, el régimen de tratamiento incluye multiples administraciones de uno o mas
antagonistas de PD-1. En algunas realizaciones, tales administraciones multiples de antagonistas de PD-1 se
realizan conjuntamente con multiples administraciones del mismo o de diferentes agentes de potenciacion.

Como en otras realizaciones de la invencion, en este caso el agente de potenciacion se administra al menos 1, 2, 3,
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5,10, 15, 20, 24 6 30 horas antes de administrar el antagonista de PD-1.

Las composiciones farmacéuticas Utiles en el presente documento también contienen un portador
farmacéuticamente aceptable, incluyendo cualquier diluyente o excipiente adecuado, que incluye cualquier agente
farmacéutico que no induce por si mismo la produccién de anticuerpos perjudiciales para el individuo que recibe la
composicién, y que puede administrarse sin toxicidad excesiva. Los portadores farmacéuticamente aceptables
incluyen, pero no se limitan a, liquidos tales como agua, solucién salina, glicerol y etanol, y similares, incluyendo
portadores utiles en la formaciéon de aerosoles para la administracién nasal y a otras vias respiratorias o para la
administracion al sistema oftalmico. Se presenta una discusion completa de portadores, diluyentes y otros
excipientes farmacéuticamente aceptables en REMINGTON’'S PHARMACEUTICAL SCIENCES (Mack Pub. Co., N.J.
edicion actual).

Las composiciones de vacuna (tal como se comenta mas adelante) pueden incorporar ademas sustancias
adicionales para estabilizar el pH, o para funcionar como adyuvantes, agentes humectantes, o agentes
emulsionantes, que pueden servir para mejorar la eficacia de la vacuna.

Las vacunas se formulan generalmente para la administracion parenteral y se inyectan o bien por via subcutanea o
bien por via intramuscular. Tales vacunas también pueden formularse como supositorios o para administracion oral,
usando métodos conocidos en la técnica, o para administracion a través de vias nasales o respiratorias.

D. METODOS DE FABRICACION

Polipéptidos antagonista de PD-1 aislados, incluyendo variantes, homdlogos y fragmentos de los mismos, o bien de
tipo natural o bien mutados, y proteinas de fusién que comprenden cualquiera de ellos, contemplados todos ellos
para su uso en la invencion, pueden obtenerse, por ejemplo, mediante sintesis quimica o mediante produccién
recombinante en una célula huésped. Para producir de manera recombinante un polipéptido coestimulador, puede
usarse un acido nucleico que contiene una secuencia de nucledtidos que codifica para el polipéptido para
transformar, transducir o transfectar una célula huésped bacteriana o eucariota (por ejemplo, una célula de insecto,
levadura o mamifero). Se apreciara que las secuencias de nucleétidos pueden someterse a optimizacion de codones
para aumentar los niveles de expresién de proteinas en un tipo particular de célula huésped. En la técnica se
conocen bien métodos para la optimizaciéon de codones. En general, los constructos de acido nucleico incluyen una
secuencia reguladora unida operativamente a una secuencia de nucleétidos que codifica para un polipéptido
coestimulador. Las secuencias reguladoras (también denominadas en el presente documento secuencias de control
de la expresion) normalmente no codifican para un producto génico, sino que en cambio afectan a la expresion de
las secuencias de &cido nucleico a las que estan operativamente unidas. Los péptidos sefial usados para secretar
proteinas a partir de una célula pueden ser los péptidos sefial enddgenos o cualquier otro péptido sefnal que facilite
la secrecion de la proteina de fusion a partir de un huésped.

Para procedimientos de biologia molecular generales Utiles en la puesta en practica de las presentes divulgaciones,
estan disponibles varias referencias convencionales que contienen procedimientos bien conocidos en la técnica de
biologia molecular y la ingenieria genética y procedimientos que no es necesario describir adicionalmente en el
presente documento. Las referencias Utiles incluyen Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
segunda edicién, Cold Spring Harbor, N.Y., (1989), Wu et al, Methods in Gene Biotechnology (CRC Press, Nueva
York, NY, 1997), y Recombinant Gene Expression Protocols, en Methods in Molecular Biology, vol. 62, (Tuan, ed.,
Humana Press, Totowa, NJ, 1997).

E. TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD

Las enfermedades que van a tratarse o prevenirse mediante la administracion de una combinacién terapéutica
proporcionada por las presentes divulgaciones incluyen un tumor maligno o una enfermedad infecciosa crénica
producida por una bacteria, virus, protozoo, helminto u otro patégeno microbiano que entra de manera intracelular.
Tales enfermedades se combaten a menudo a través del ataque mediante linfocitos T citotéxicos. Puesto que la
presente invencién proporciona terapias de combinacion Utiles para potenciar respuestas de células T, a través del
aumento de la actividad de células T, el aumento de la proliferacion de células T y la reduccion de las senales
inhibidoras de células T, las terapias de combinacién de la invencion tienen una ventaja Unica para tratar (o incluso
prevenir) tales enfermedades.

En una realizacion, puesto que las infecciones virales se eliminan principalmente mediante células T, un aumento de
la actividad de células T es terapéuticamente Util para potenciar la eliminacién de un agente viral infeccioso de un
ser humano. Por tanto, los compuestos dados a conocer de la invencién, con actividad antagonista de receptor de
PD-1, junto con un agente de potenciacién funcionan en combinacion para el tratamiento de infecciones virales
locales o sistémicas. Las infecciones que van a tratarse mediante los compuestos de la invencion incluyen, pero no
se limitan a, infecciones virales de inmunodeficiencia (por ejemplo, VIH), papiloma (por ejemplo, VPH), herpes (por
ejemplo, VHS), encefalitis, gripe (por ejemplo, virus influenza A humano), hepatitis (por ejemplo VHC, VHB), y
resfriado comun (por ejemplo, rinovirus humano). También pueden administrarse formulaciones farmacéuticas de
composiciones de antagonistas de receptor de PD-1 para tratar enfermedades virales sistémicas, incluyendo, pero
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sin limitarse a, SIDA, gripe, resfriado comun o encefalitis.

Las infecciones no virales que pueden tratarse mediante los compuestos de la invencion incluyen, pero no se limitan
a, infecciones producidas por microorganismos que incluyen, pero no se limitan a, Actinomyces, Anabaena, Bacillus,
Bacteroides, Bdellovibrio, Bordetella, Borrelia, Campylobacter, Caulobacter, Chlamydia, Clorobium, Chromatium,
Clostridium, Corynebacterium, Cytophaga, Deinococcus, Escherichia, Francisella, Halobacterium, Heliobacter,
Haemophilus, Hemophilus influenza tipo B (HIB), Hyphomicrobium, Legionella, Leptspirosis, Listeria, Meningococcus
A, B y C, Metanobacterium, Micrococcus, Myobacterium, Mycoplasma, Myxococcus, Neisseria, Nitrobacter,
Oscillatoria, Procloron, Proteus, Pseudomonas, Phodospirillum, Rickettsia, Salmonella, Shigella, Spirillum,
Spirochaeta, Staphylococcus, Streptococcus, Streptomyces, Sulfolobus, Thermoplasma, Thiobacillus, Treponema,
Vibrio, Yersinia, Cryptococcus neoformans, Histoplasma sp. (tal como Histoplasma capsulatum), Candida albicans,
Candida tropicalis, Nocardia asteroides, Rickettsia ricketsii, Rickettsia typhi, Leishmania, Mycoplasma pneumoniae,
Chlamydial psittaci, Chlamydial trachomatis, Plasmodium sp. (tal como Plasmodium falciparum), Trypanosoma
brucei, Entamoeba histolytica, Toxoplasma gondii, Trichomonas vaginalis y Schistosoma mansoni.

En una realizacidn, la presente invencién proporciona composiciones para inducir o potenciar una respuesta
inmunitaria en un huésped humano para tratar cadncer aumentando una respuesta de células T. Los tipos de cancer
que pueden tratarse con las composiciones y los métodos proporcionados incluyen, pero no se limitan a, los
siguientes: cancer de vejiga, de cerebro, de mama, de cuello uterino, colorrectal, de eséfago, de rifidn, de higado, de
pulmén, nasofaringeo, de pancreas, de préstata, de piel, de estdbmago, uterino, de ovarios, de testiculos y
hematolégico.

Los tumores malignos que pueden tratarse se clasifican en el presente documento segun el origen embrionario del
tejido del que se deriva el tumor. Los carcinomas son tumores que surgen de tejidos endodérmicos o ectodérmicos
tales como la piel o el revestimiento epitelial de glandulas y érganos internos. Los sarcomas, que surgen con menos
frecuencia, se derivan de tejidos conjuntivos mesodérmicos tales como hueso, grasa y cartilago. Las leucemias y los
linfomas son tumores malignos de células hematopoyéticas de la médula 6sea. Las leucemias proliferan como
células individuales, mientras que los linfomas tienden a crecer como masas tumorales. Los tumores malignos
pueden aparecer en numerosos 6rganos o tejidos del organismo para establecer un cancer.

Como demonstracién del valor de los regimenes de tratamiento de las divulgaciones, se sometié a prueba el
analogo murino de B7-DC-Ig (en el que se fusiona el ECD de B7-DC de raton, que comparte una identidad de
secuencia del 72% con la proteina humana, con el domino Fc de 1gGza de ratén) en modelos de tumor de ratén
singénico para cancer de colon, mastocitoma y otros tipos de tumor incorporando un pretratamiento con
ciclofosfamida (CTX) tal como se describe en el presente documento.

Los resultados mostraron que el tratamiento con una sola dosis subterapéutica de CTX, que actia como agente de
inmunopotenciacion, seguido por B7-DC-Ig murina erradica tumores de carcinoma de colon CT26 establecidos en
hasta el 80% de los animales. Ademas, en estudios de nueva exposicién a tumor de carcinoma de colon CT26, no
se detectd nuevo crecimiento tumoral en ratones que habian erradicado previamente el tumor tras el tratamiento con
CTX + B7-DC-Ig murina. También se demostr6 que estos ratones tenian una poblaciéon de CTL especificos de tumor
aumentada en relacion con los ratones sin tratamiento previo.

En una realizacién, las presentes divulgaciones contemplan el uso de un compuesto que reduce la transduccion de
sefales inhibidoras en una célula T, tal como se describe en otra parte en el presente documento, en la fabricacién
de un medicamento para aumentar una respuesta de células T mediante terapia de combinacién en el que dicho
compuesto se administra conjuntamente con un agente de potenciacién. Ademas, el compuesto que reduce la
transduccion de sefales inhibidoras en una célula T y dicho agente de potenciacion se proporcionan como
medicamentos separados para su administracion en diferentes momentos, preferiblemente en el que el agente de
potenciacion se administra antes del compuesto que reduce la transducciéon de sefales inhibidoras, por ejemplo,
hasta 24 horas antes del compuesto inhibidor (u otros intervalos de tiempo citados en el presente documento).
Preferiblemente, el compuesto y el agente de potenciaciéon son para su uso en el tratamiento de una enfermedad
infecciosa o cancer, incluyendo enfermedades producidas por cualquiera de los agentes infecciosos o canceres
citados en otra parte en el presente documento.

En una realizacién preferida, un compuesto Gtil en estas composiciones es una proteina recombinante compuesta
por el ECD de B7-DC humano fusionado al dominio Fc de IgG1 humana, denominado en el presente documento B7-
DC-lg.

En una realizacién, la presente invencion se refiere a un kit médico para administrar un compuesto que reduce la
transduccion de sefiales inhibidoras en una célula T, tal como se da a conocer en el presente documento, en
combinacién con un agente de potenciacion, comprendiendo dicho kit:

(a) un suministro de dosificacién de un compuesto que reduce la transduccién de sefales inhibidoras en una célula
T,
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(b) un suministro de un agente de potenciacion;
(c) un suministro de portador farmacéuticamente aceptable;y
(d) instrucciones impresas para administrar el compuesto en un uso tal como se describid anteriormente.

F. TERAPIAS DE COMBINACION

Las vacunas requieren respuestas fuertes de células T para eliminar células cancerosas y células infectadas o
agentes infecciosos. Los antagonistas de receptor de PD-1 descritos en el presente documento pueden
administrarse como un componente de una vacuna, junto con un agente de potenciacién, para proporcionar una
sefial coestimuladora para células T. Las vacunas dadas a conocer en el presente documento incluyen antigenos,
un antagonista de receptor de PD-1 y opcionalmente adyuvantes y moléculas de direccionamiento.

Los antigenos frente a los que se potencia la respuesta de células T mediante la composicion de la invencion
incluyen péptidos, proteinas, polisacaridos, sacaridos, lipidos, acidos nucleicos o combinaciones de los mismos. Los
antigenos, en el caso de enfermedad, estan presentes debido al proceso de enfermedad.

Las composiciones de proteina de fusiébn de antagonistas de receptor de PD-1 dadas a conocer pueden
administrarse conjuntamente con vacunas profilacticas, que confieren resistencia en un sujeto a la exposicién
posterior a agentes infecciosos, o conjuntamente con vacunas terapéuticas, que pueden usarse para iniciar o
potenciar la respuesta inmunitaria de un sujeto a un antigeno preexistente, tal como un antigeno tumoral en un
sujeto con cancer, o un antigeno viral en un sujeto infectado con un virus.

El desenlace deseado de una respuesta inmunitaria profilactica, terapéutica o desensibilizada puede variar segun la
enfermedad, basandose en principios bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, una respuesta inmunitaria frente a
un agente infeccioso puede prevenir completamente la colonizaciéon y la replicacion de un agente infeccioso,
afectando a la “inmunidad estéril” y a la ausencia de cualquier sintoma de enfermedad. Sin embargo, una vacuna
contra agentes infecciosos puede considerarse eficaz si reduce el numero, la intensidad o la duraciéon de los
sintomas; si reduce el nimero de individuos en una poblacién con sintomas; o reduce la transmisiéon de un agente
infeccioso. De manera similar, las respuestas inmunitarias frente a cancer, alérgenos o agentes infecciosos pueden
tratar completamente una enfermedad, pueden aliviar sintomas, o pueden constituir una faceta en una intervencion
terapéutica global contra una enfermedad. Por ejemplo, la estimulacion de una respuesta inmunitaria frente a un
cancer puede acoplarse con enfoques quirtrgicos, quimioterdpicos, radiolégicos, hormonales y otros enfoques
inmunoldgicos con el fin de afectar al tratamiento.

Los productos de la invencién no excluyen el uso de un adyuvante ademas del agente de potenciacién. Tal
adyuvante puede administrarse, por ejemplo, junto con el antagonista de PD-1. Los adyuvantes Utiles en las
composiciones y métodos de la invencién incluyen, pero no se limitan a, uno o0 mas de los siguientes: emulsiones de
aceite (por ejemplo, adyuvante de Freund); formulaciones de saponina; virosomas y particulas de tipo viral;
derivados bacterianos y microbianos; oligonucleétidos inmunoestimuladores; toxinas de ribosilacion de ADP y
derivados detoxificados; alumbre; BCG; composiciones que contienen minerales (por ejemplo, sales minerales, tales
como sales de aluminio y sales de calcio, hidréxido, fosfatos, sulfatos, etc.); bioadhesivos y/o mucoadhesivos;
microparticulas; liposomas; formulaciones de éter de polioxietileno y éster de polioxietileno; péptidos de muramilo;
polifosfazeno; compuestos de imidazoquinolona; y sustancias tensioactivas (por ejemplo lisolecitina, polioles
plurénicos, polianiones, péptidos, emulsiones de aceite, hemocianina de lapa californiana y dinitrofenol). Los
adyuvantes utiles también incluyen inmunomoduladores tales como citocinas, interleucinas (por ejemplo, IL-1, IL-2,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12, etc.), interferones (por ejemplo, interferén-y), factor estimulador de colonias de
macréfagos y factor de necrosis tumoral.

Nada en el presente documento excluye que el antagonista de receptor de PD-1 dado a conocer, incluyendo
cualquiera de los polipéptidos, fragmentos, variantes, homologos y proteinas de fusion dados a conocer en el
presente documento, se administre a un sujeto que lo necesita en combinacién con uno 0 més agentes terapéuticos
adicionales (ademas del agente de potenciacion). Los agentes terapéuticos adicionales se seleccionan basandose
en el estado, trastorno o enfermedad que va a tratarse. Por ejemplo, los antagonistas de receptor de PD-1 pueden
coadministrase con uno o mas agentes adicionales que funcionan para potenciar 0 promover una respuesta
inmunitaria, y que se consideran en el presente documento agentes activos.

Tales agentes incluyen, pero no se limitan a, amsacrina, bleomicina, busulfano, capecitabina, carboplatino,
carmustina, clorambucilo, cisplatino, cladribina, clofarabina, crisantaspasa, citarabina, dacarbazina, dactinomicina,
daunorubicina, docetaxel, doxorubicina, epirubicina, etopdsido, fludarabina, fluorouracilo, gemcitabina,
hidroxicarbamida, idarubicina, ifosfamida, irinotecan, leucovorina, doxorubicina liposémica, daunorubicina
liposémica, lomustina, melfalan, mercaptopurina, mesna, metotrexato, mitomicina, mitoxantrona, oxaliplatino,
paclitaxel, pemetrexed, pentostatina, procarbazina, raltitrexed, satraplatino, estreptozocina, tegafur-uracilo,
temozolomida, tenipésido, tiotepa, tioguanina, topotecan, treosulfano, vinblastina, vincristina, vindesina, vinorelbina,
o una combinacién de los mismos. Los agentes proapoptéticos representativos incluyen, pero no se limitan a,
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fludarabina, taurosporina, cicloheximida, actinomicina D, lactosilceramida, 15d-PGJ(2) y combinaciones de los
mismos.

Las terapias proporcionadas por los métodos y las composiciones de la presente invencién también pueden usarse
conjuntamente con otros tipos de terapias, tales como tratamientos de radiacién, cirugia y similares.

G. ENSAYOS PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA

Las presentes divulgaciones citan varias estructuras especificas utiles en la puesta en préactica de los métodos de
las divulgaciones. Otros compuestos que poseen actividad antagonista y que son utiles en los métodos de las
divulgaciones también pueden identificarse haciendo referencia a procedimientos de ensayo bien conocidos para
identificar estructuras quimicas que se unen a PD-1, CTLA4, y ligandos de cualquiera de ellos y que también poseen
la capacidad de reducir la transduccién de sefiales inhibidoras en células T. Algunos de tales ensayos son ensayos
de unién Utiles en determinar si una estructura quimica seleccionada se une a receptores; éstos se conocen bien en
la técnica y no es necesario comentarlos en detalle en el presente documento (véase, por ejemplo, el documento
U.S. 2008/0274490 (publicado el 6 de noviembre de 2008) y el documento U.S. 7.105.328 (expedido el 12 de
septiembre de 2006), que muestran cada uno ensayos para moduladores de sefalizacion de PD-1 usando células
T). Se usan otros ensayos para determinar los efectos de los agentes de la invencion, tales como fragmentos
activos, para activar células T aumentando la proliferacién y/o produccion de citocinas. Tales ensayos también se
conocen bien en la técnica. Por ejemplo, el aumento de la proliferacién de células puede demostrarse mediante el
aumento de la incorporacion de ®H-timidina (debido a un aumento de la sintesis de ADN necesario para la
multiplicacion celular) o ELISA y/o RIA para detectar el aumento de la produccion de citocinas por las células T en
cultivo.

En un experimento de este tipo, se evalué la actividad de uniéon de PD-1 de B7-DC-Ig humana mediante ELISA. Se
cubrieron placas de ELISA de 96 pocillos con 100 ul de PD-1/Fc humana recombinante 0,75 ug/ml (R&D Systems)
diluida en tampén carbonato/bicarbonato BupH, pH 9,4 (Pierce) durante 2 horas y luego se bloque6 con disolucién
de BSA (Jackson ImmunoResearch) durante 90-120 minutos. Se permitié que B7-DC-Ig humana diluida en serie
(tipo natural, asi como mutantes D111S muteina y K113S que se seleccionaron por la reduccion de la unién a PD-1)
asi como el control de isotipo IgG1 humano se unieran durante 90 minutos. Se detecté B7-DC-Ig unida usando
100 uL de clon MIH18 de anticuerpo anti-B7-DC humano conjugado con biotina 0,5 ug/ml (eBioscience) seguido por
HRP-estreptavidina diluido 1:1000 (BD Bioscience) y sustrato TMB (BioFX). Se leyé la absorbancia a 450 nm
usando un lector de placas (Molecular Devices) y se analizaron los datos en el software SoftMax usando un ajuste
logistico de 4 parametros. Los datos mostraron que B7-DC-Ig humana (de tipo natural) se unia a PD-1 pero que los
mutantes K113S y D111S no se unian a PD-1.

Naturalmente, ha de entenderse que en la realizacién de los procedimientos de las presentes divulgaciones no se
pretende que la referencia a tampones, medios, reactivos, células, condiciones de cultivo y similares particulares
sean limitativos, sino que debe considerarse que incluyen todos los materiales relacionados que un experto habitual
en la técnica reconoceria que son interesantes o valiosos en el contexto particular en el que se presenta esta
discusion. Por ejemplo, a menudo es posible sustituir un sistema de tampén o medio de cultivo por otro y todavia
lograr resultados similares, si no idénticos. Los expertos en la técnica tendran conocimiento suficiente de tales
sistemas y metodologias para poder realizar, sin experimentacion excesiva, tales sustituciones que serviran de
manera éptima a sus fines en el uso de los métodos y procedimientos dados a conocer en el presente documento.

Las divulgaciones se describen en mas detalle en los siguientes ejemplos no limitativos. Ha de entenderse que estos
métodos y ejemplos no limitan en modo alguno las divulgaciones a las realizaciones descritas en el presente
documento y que sin duda se les ocurriran otras realizaciones y usos a los expertos en la técnica.

Ejemplos

Ejemplo 1

BT-DC-Ig se une a células CHO que expresan PD01

Se conjugd en primer lugar B7-DC-Ig con aloficocianina (APC) y luego se incub6é a diversas concentraciones con
una linea celular CHO que expresaba constitutivamente PD-1 o células CHO originales que no expresaban PD-1. Se
analiz6 la unién mediante citometria de flujo. La figura 1 muestra la mediana de la intensidad de fluorescencia (MFI)

de B7-DC-Ig-APC como funcién de la concentracién de sonda (eje de las x). B7-DC-Ig-APC se une a células
CHO.PD-1 (circulo negro) pero no a células CHO sin transfectar (triangulo gris).

Ejemplo 2

BT-DC-Ig compite con B7-H1 por la unién a PD-1.

Se conjug6 en primer lugar B7-H1-lg con aloficocianina (APC). En primer lugar se incub6é B7-DC-Ig sin marcar a
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diversas concentraciones con una linea celular CHO que expresaba constitutivamente PD-1 antes de anadir B7-H1-
Ig-APC a la sonda y a la mezcla de células. La figura 2 muestra la mediana de la intensidad de fluorescencia (MFI)
de B7-H1-Fc-APC mostrada como funcién de la concentracién de agente de competencia B7-DC-Ig sin marcar (eje
de las x) afiadida. A medida que se aumenta la concentracion de B7-DC-Ig sin marcar disminuye la cantidad de B7-
H1-1g-APC unido a células CHO, demostrando que B7-DC-lg compite con B7-H1 por la unién a PD-1.

Ejemplo 3
Modelo de tumor CT26

Se obtuvo la linea celular de tumor colorrectal de raton, CT26, de ATCC. Se gener6 un banco de células maestro en
el pase 4 siguiendo las directrices de la ATCC. Se sometieron a prueba las células y se confirmé que no habia
contaminacion por micoplasmas ni otros patégenos. Se descongel6 un vial de células tumorales de las reservas
crioconservadas y se hicieron crecer durante dos pases antes de la inoculacién.

Se dividieron las células CT26 a una dilucién 1:5 con 30 ml de medio completo (RPMI + FBS al 10%, L-Glu 2 mM y
1x P/S) durante dos dias de cultivo 0 a una dilucién 1:10 con 30 ml de medio completo durante 3 dias de cultivo.

Se recogieron las células CT26 aspirando el medio, enjugando el frasco con 5 ml de PBS, afiadiendo 5 ml de
tripsina, incubando a 37°C durante 2 min, y luego neutralizando con 10 ml de medio completo. Tras centrifugar a 600
x g (~1000 rpm) durante 5 min, se aspiraron los medios y se resuspendio el sedimento celular pipeteando con 10 ml
de RPMI puro. Se repitié esta etapa de lavado tres veces.

Se analizaron el nimero y la viabilidad celular de las células inoculadas mediante tincién con colorante azul tripano
con la dilucién apropiada (por ejemplo dilucién 1:5, 10 ul de células + 40 ul de azul tripano) y se confirmé mediante
recuento celular con NOVA durante la dltima etapa de lavado. La viabilidad celular generalmente fue mayor del 95%
para la inoculacion.

Se diluyeron células CT26 hasta 6,7x10° células/ml para la inoculacién inicial con RPMI puro y se almacenaron en
hielo. Normalmente se inoculé cada raton con 150 ul (1x10° células).

En el dia 9, se agruparon en primer lugar todos los ratones que portaban tumores en una jaula para ratas y se
dividieron aleatoriamente los ratones en grupos experimentales. Se reconstituy6 la disolucion de CTX mediante 1x
PBS hasta 4 mg/ml. Se inyectaron en los ratones por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 ml de disolucién de CTX dando
como resultado 2 mg para un raton de 20 gramos, es decir 100 mg/kg.

En el dia 10, se inyectaron en los ratones por via i.p. 0,5 ml de B7-DC-Ig (0,2 mg/ml) dando como resultado 0,1 mg
para un ratéon de 20 gramos, es decir 5 mg/kg. Se administré la misma dosis 2 veces por semana durante 4
semanas, un total de 8 dosis. Se monitorizé el crecimiento tumoral midiendo el tumor dos veces por semana,
comenzando el dia en que se administré6 B7-DC-Ig a través de un calibrador digital. Se calcul6 el volumen tumoral tal
como sigue:

Volumen tumoral = (Deorta)” X (Diarga)/6 = ~ 0,52 X (Deorta)® X (Diarga)

Se sacrificé a los ratones y sacaron del estudio si el volumen tumoral alcanzaba 2000 mm?® o si habia dlceras
cutaneas e infecciones en el sitio de inoculacion tumoral.

Ejemplo 4

La combinacion de ciclofosfamida y B7-DC-Ig puede erradicar tumores establecidos

Se implantaron en ratones Balb/C de 9 a 11 semanas de edad por via subcutanea 1,0 x 10° células de tumor
colorrectal CT26 tal como se describié anteriormente. En el dia 10 tras la implantacion tumoral, los ratones
recibieron 100 mg/kg de ciclofosfamida. El tratamiento con B7-DC-Ig comenzé 1 dia después, en el dia 11. Se tratd
a los ratones con 100 ug de B7-DC-Ig, 2 dosis por semana, durante 4 semanas y un total de 8 dosis. El 75% de los
ratones que recibieron el régimen de tratamiento con CTX + B7-DC-Ig erradicaron los tumores establecidos en el dia
44, mientras que todos los ratones en el grupo control de CTX solo murieron como resultado del crecimiento tumoral
o0 se sacrificaron porque los tumores sobrepasaban los tamarios aprobados por IACUC (resultados mostrados en la
figura 3). Estos resultados demuestran la eficacia del régimen de tratamiento en tumores establecidos y no la mera
profilaxis.

Ejemplo 5

La combinacién de ciclofosfamida y BT-DC-lg puede erradicar tumores establecidos y proteger frente a la nueva
exposicion a tumor
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Los ratones que erradicaron tumores colorrectales CT26 establecidos del experimento descrito anteriormente
volvieron a exponerse a 1x10° células CT26 en el dia 44 y el dia 70. No crecieron tumores a partir de la nueva
exposicion lo que sugiere que habian desarrollado inmunidad anti-tumoral a largo plazo a partir del tratamiento de
combinacion de ciclofosfamida y B7-DC-Ig. Todos los ratones en el grupo control con vehiculo desarrollaron tumores
(resultados mostrados en la figura 4). Estos resultados muestran la eficacia del régimen de tratamiento en tumores
establecidos y que el tratamiento de combinacién de ciclofosfamida y B7-DC-Ig daba como resultado respuestas de
memoria frente a antigenos tumorales.

Ejemplo 6

La combinacion de ciclofosfamida y BT-DC-Ig puede generar linfocitos T citotéxicos de memoria, especificos de
tumor

Los ratones que erradicaron tumores colorrectales CT26 establecidos del experimento descrito anteriormente
volvieron a exponerse a 2,5x10° células CT26 en el dia 44. Siete dias después, se aislaron los bazos de raton. Se
pulsaron los esplenocitos de ratén con 5 6 50 ug/ml de ovoalbumina (OVA) o péptidos AH1 durante 6 horas en
presencia de un bloqueante de Golgi (BD BioScience). Se analizaron las células efectoras T de memoria evaluando
las células T CD8"/IFNY". Los resultados en la figura 5 muestran que habia una cantidad significativa de células
efectoras T especificas de CT26 en los ratones que erradicaron los tumores CT26.

Ejemplo 7

Efecto dependiente de la dosis de BT-DC-Ig sobre la erradicacion de tumores

Se implantaron en ratones Balb/C de 9 a 11 semanas de edad por via subcutanea 1,0 x 10° células de tumor
colorrectal CT26. En el dia 9 tras la implantacion tumoral, los ratones recibieron una sola dosis de ciclofosfamida
(100 mg/kg) y comenzaron el tratamiento en el dia 10 con 30, 100 6 300 ug de B7-DC-Ig, 2 dosis por semana
durante 4 semanas, un total 8 de dosis. La figura 6 muestra que hubo un 70% de ratones que erradicaron los
tumores a los 300 pg, un 40% de erradicacién de tumor con 100 pg, y que la dosis de 30 ug dio lugar a un 10%
erradicacién de tumores.

Ejemplo 8

La combinacion de ciclofosfamida y anticuerpo anti-PD-1 puede erradicar tumores establecidos
Este es un ejemplo comparativo.

Se expusieron ratones Balb/C de 9 a 11 semanas de edad por via subcutanea a 1,0 x 10° células de tumor
colorrectal CT26. En el dia 11 tras la exposicién a tumor, los ratones recibieron una sola dosis de ciclofosfamida
(100 mg/kg) y comenzaron el tratamiento con anticuerpo anti-PD-1 (250 ug, clon G4, Hirano F. et al., 2005 Cancer
Research) que se administré 3 veces por semana durante cuatro semanas. El 70% de los ratones que recibieron el
régimen de CTX + anticuerpo anti-PD-1 erradicaron los tumores CT26 establecidos en el dia 50 tras la exposicion a
tumor, mientras que todos los ratones en los grupos control y de anticuerpo anti-PD-1 solo murieron como resultado
del crecimiento tumoral o se sacrificaron porque los tumores sobrepasaban los tamafos aprobados por IACUC.
Estos resultados muestran la eficacia del régimen de tratamiento en tumores establecidos y no la mera profilaxis.
Los resultados se muestran en la figura 7.

Ejemplo 9

La combinacion de ciclofosfamida y anticuerpo anti-CTLA4 puede erradicar tumores establecidos
Este es un ejemplo comparativo.

Se expusieron ratones Balb/C de 9 a 11 semanas de edad por via subcutanea a 1,0 x 10° células de tumor
colorrectal CT26. En el dia 11 tras la exposicion a tumor, los ratones recibieron 100 mg/kg de ciclofosfamida. Se
comenzo el tratamiento con anticuerpo anti-CTLA4 (un anticuerpo anti-CTLA4 de ratén de hibridoma de hamster,
depésito de ATCC, UC10-4F10-11) 1 dia después, en el dia 12. Se traté a los ratones con 100 ug de anticuerpo anti-
CTLA4, 2 dosis por semana, durante 4 semanas. El 56% de los ratones que recibieron el régimen de CTX +
anticuerpo anti-CTLA4 estuvieron libres de tumores en el dia 50 tras la exposicion a tumor, mientras que todos los
ratones en el grupo control murieron como resultado del crecimiento tumoral o se sacrificaron porque los tumores
sobrepasaban los tamafios aprobados por IACUC. Los resultados se muestran en la figura 8. Estos resultados
muestran la eficacia del régimen de tratamiento en tumores establecidos y no la mera profilaxis.

Ejemplo 10

La combinacioén de régimen de ciclofosfamida y BT-DC-Ig conduce a reduccién de Treg en el microentorno tumoral
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La figura 9 muestra los resultados de experimentos en los que en ratones Balb/C de 9 a 11 semanas de edad se
implantaron 1 X 10° células CT26 por via subcutanea. En el dia 9, se inyectaron a los ratones 100 mg/kg de CTX,
i.p. Veinticuatro horas después, en el dia 10, se trataron los ratones con 100 ug de B7-DC-Ig. Hubo 5 grupos:
ratones sin tratamiento previo que no recibieron ninguna célula tumoral, con inyeccion de vehiculo, CTX solo, CTX +
B7-DC-Ig o B7-DC-Ig sola. Se retiraron del estudio dos ratones sin tratamiento previo y 4 ratones de los otros grupos
en el dia 11 (2 dias tras CTX) y el dia 16 (7 dias tras CTX) para el analisis de células T. El panel de la izquierda
muestra que en el dia 11, 2 dias tras la inyeccién de CTX, Treg en el bazo de los ratones con tratamiento con CTX
era significativamente menor que en los ratones con implantaciéon tumoral y en los que se inyecté vehiculo. El panel
de la derecha muestra que en el dia 16, 7 dias tras CTX y 6 dias tras el tratamiento con B7-DC-lg, B7-DC-Ig redujo
significativamente las células T CD4+ con expresion alta de PD-1. Esto se observé tanto en los ratones tratados con
B7-DC-Ig como en los tratados con CTX + B7-DC-Ig. Los ratones en los que se implantaron células tumorales
tendian a tener mas células T PD-1+/CD4+ en el LN de drenaje en comparacion con ratones sin tratamiento previo.

Ejemplo 11

La combinacion de ciclofosfamida y BT-DC-Ig puede promover la supervivencia de ratones en un modelo de tumor
de prostata metastasico

Se inyectaron a ratones B10.D2 de 9 a 11 semanas de edad por via intravenosa 3,0 x 10° células SP-1, que se
aislaron de metastasis de pulmdn tras la inyeccion de células TRAMP originales. Los ratones con CTX recibieron 3
dosis de CTX, 50 mg/kg, en los dias 5, 12 y 19. Los ratones tratados con B7-DC-Ig recibieron 3 dosis de B7-DC-Ig,
5 mg/kg, en los dias 6, 13 y 20. En el dia 100, el 17% de los ratones en los grupos control, no tratados, con CTX
solo, con B7-DC-Ig solo sobrevivieron, mientras que el 43% de los ratones que recibieron combinacién de CTX y B7-
DC-Ig sobrevivieron. Los resultados se muestran en la figura 10.

Ejemplo 12

La combinacién de la vacuna contra el cancer de Listeria y B7-DC-Ig puede potenciar la supervivencia de ratones
tras la implantacién hepatica de CT26

Este es un ejemplo comparativo.

En ratones Balb/C de 11-13 semanas de edad se implantaron células CT26 usando una técnica de inyeccion en
medio bazo (Yoshimura K et al., 2007, Cancer Research). En el dia 10, los ratones recibieron 1 inyeccion de CTX a
50 mg/kg, i.p. Veinticuatro horas después, en el dia 11, se trataron los ratones con Listeria recombinante que
portaba el péptido AH1, un epitopo inmunodominante de CT26, a 0,1 DLso (1x10” UFC), luego en los dias 14 y 17.
También se trataron los ratones con B7-DC-Ig en el dia 11 y después en el dia 18. La figura 11 muestra ratones sin
ningun tratamiento o tratados con CTX y vacuna contra el cancer de Listeria, todos muertos antes el dia 45. Hubo un
60% de los ratones que recibieron la triple combinacién, CTX + vacuna contra el cancer de Listeria y B7-DC-Ig que
sobrevivieron.
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Glu

Phe
25

Gln

Leu

val

val

Arg
105

Glu

‘Pxo

Gly

Arg

Leu
185

Thr

Leu

10

Asp

Lys

Glu

Gln

Ala

90

Lys

Leu

Asn

Leu

Asn

170

Aia

Trp

Tyr

Thr

val

Glu

val

15

Txp
Ile
Thr
vai
Tyr
158

Phe

Ser

Ile

Gly

Glu

Gln

€0

Arg

Asp

Asn

Cys

Ser

1140

Gln

Ser

Ile

Ile

Ser

Asn

45

Leu

Asp

Tyr

Thy

Gln

‘125

val

val

Cys

Asp

Glu
His
30

Asp
Pro
Glu
Lys
His
110

Ala

Pro

Thr

Val’

Leu
190

His
val
Thxr
Leu
Gly
Tyr
95

Ilg
Thr
Ala

Ser

Phe

175

Gln

Gly

Asn

Ser

Gly

Gln

80

Leu

Leu

Gly

Asn -

val
160

Trp

Ser

Leu Phe Thr Val Thr Ala Pro Lys Glu Val Tyr Thr Val Asp Val Gly

39
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15

Ser Ser

‘Leu Glu

Leu Gln
50

Lys Ala
65

Tyr Arg

Thr.- Val:

Glu val

Tyr Pro
130

Thr Ser!:

145

Leu Arg

Asn Ala

Arg Met

<210>5
<211>19

Val

'Gly

35

Ser

Leu

cys

Lys

Pro

115

Leu

His

Leu

His

Glu
195

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 5

Ser
20

Ile
Glu
Phe
Leu
val
100
Gly
Ala
Ile
Lys
Met

180

Pro

Leu

Arg

Arg

His

val

8s

Lys

Thr

Glu

Arg

Pro
165

Lys

Lys

Glu

Ala

Ala

Ile

70

Ile

Ala

Gly

val

Thr

150

Gln

val

Cys
Ser
Thr
Pro
Cys
Ser
Giu
Ser
135
Pro
Pro

Leu

Pro

Asp

Leu

40

Leu

Ser

Gly

Tyr

val
120

Trp

Glu

Ser

Thr

Arg
200

ES 2 545 609 T3

Phe

Gln

Leu

val

Ala

Met

105

Gln

Gln

Gly

Arg

10

Rsp

Lys

Glu

Gln

Ala

20

Arg

Leu

Asn

Leu

Asn

170

Ser
185

Thr

Ala

Trp

Arg Arg

val Glu

Glu Gln

60 .

val Arg
75

Trp Asp
Ile Asp
Thr Cys
va} Ser

140

Tyr Gln
155

Phe Ser

Ile Ile

Glu
Asn
45

Leu
Asp
Tyr

Thr

Gln

125

val

val

Cys

Asp

Cys
30 -
Asp
Pro
Ser
Lys
Arg
1 1‘0
Ala
Pro
Th_r

Met

Pxo
190

1S

Thr

Thr
Lgu
Gly
Tyr
95

Ile
Arg
Ala
Ser
Phe

175

Leu

Glu_

Ser

‘Gly

Gln
80
Leu
Leu
Gly

Asn

Val

160

Trp

Ser

Met Ile Phe Leu Leu Leu Met Leu Ser Leu Glu Leu Gln Leu His Gln

1

Ile Ala Ala

<210>6

<211> 232
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 6

5

10

40

15



10

. Glu

Pro

Lys

. Val

Leu
Arg
Lys
145
Asp

Lys

Ser

Pro

Glu

Asp

Asp
50

Gly"

Asn

"Trp

Pro

Glu
130

Asn

Ile
Thr

Lys

Lys
Leu
Thr
35
val
Val
Ser
Leu
‘Ala
115
Pro
Gln
Ala

Thr

.Leu

135

Ser
Leu
20

Leu
Ser
Glu
Thr

Asn
100

Pro

Gln
V;l
val
Pro

180

Thr

Gly

Met

His

val

Tyr

85

Gly

Ile-

val

Ser

Glu
168

Pro

val

Asp Lys Thr
Gly Pro Ser

Ile Ser Arg
40

Glu'Asp Pro
55

His Asn Ala
70

Arg Val val
Lys Glu Tyr

Glu Lys Thr
' 120
Tyr Thr Leu

138

Leu Thr Cys
150

Txp Glu Sex

Val Leu Asp

Asp Lys Ser

200

ES 2 545 609 T3

His

val

25

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

108

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

185

Arg

Thr
10

Phe
Pro
Val
Thr
Val
90

Cys
Ser
Pro

Val

Gly

170

Asp

Tzp

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys
75

Leu

Lys

;Lys

Ser

Lys

155

Gln
Gly

Gln

Pro
Phe
val
Phe
60

Pro
Thr
val

Ala

Arg

140

Gly

Pro

Ser

Gln

Pro

Pro

‘Thr

Asn

Arg

val
Ser
Lys
125
Asp
Phe
Glu

Phe

Gly

205

Cys
Pro
30

Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
110
Gly
Glu
Tyx
Asn
Phe

190

Asn

Pro
15

Lys
Val

Tyrx

Glu

His

85

Lys

Gln

-Leu

Pro
Asn
175

Leu

val

Ala
Pro
Vval
Vgl
Glnv
80
dln.
Ala
Pro
Tﬁr

Ser

160

Tyx

Tyx

Phe

Ser Cys Ser 'Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys.

210

215

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

225

<210>7

<211> 233
<212> PRT
<213> murino

<400>7

230

220

41
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Glu Pro
Ala Pro
Ile Lys
val Vgl,
50 ]

Val Asn

'65

Asp Tyr
Gln Asp
Asp Leu

val Arg
130

Thr Lys
145

Glu Asp

Tyr Lys
Tyx Ser

Tyr Ser
210

Lys Ser
225

<210>8

Arg

Asn

Asp

35

Asp

Asn

Asn

Trp Met
100

Pro
115
Ala

Lys

Ile

Asn
Lys
195

Cys

Phe

<211> 1365
<212> ADN

<213> artificial

<220>

Gly
Leu
20

val
val
Val
Ser

Met

Ala

'Pro

Gln

Tyr

Thr

180

Leu

Ser

Ser

Pro

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr'

85.

Ser
Pro
Gln
val

Val
165

Glu
Arg
val

Arg

<223> B7-DC-Ig murina

<400> 8

Thr

Gly

Met

Glu

‘Val

70

Leu
Gly
Ile
Qal
Thr

150

Glu

Pro

val

val

Thr
230

Ile
Gly
Ile
Asp
55

His
Arg
Lys
Glu
Tyr
135

Leu

Trp

val

Glu

His

215 -

Pro

Lys

bPro

Ser

40

Asp

Thr

val

Glu

Arg

120

val

Thr

Thr

Leu
Lys
200

Glu

Gly

ES 2 545 609 T3

Pro

Ser

25

Leu

Pro

Ala

val

‘Phe
105

Thr

Leu

cys

Asn

Asp

185

Lys

Gly

Lys

Cys

10

val

ser

ASP

Gln

Ser

90

Lys

Ile

Pro

Met

Asn
170

Ser

Asn

Leu

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

75

Ala

Cys

Ser

Pro

val

155

Gly

Asp

Trp

His

Pro
Ile
Ile
Gln
Gln
Leu
Lys
Lys

Pro
140

Thy -

Lys

Gly

val

Asn

220

42

Cys
Phe
val
45
Ile
Thr
Pro
val
Pro
125
Glu

Asp

Thr

Ser

Glu
205

His

Lys

Pro

Thr

Ser’

His

Ile

Asn

110

Lys

Glu

Phe

Glu

Ty,

190
Arg

His

Cys

15. .

Pro

Cys

Trp

Arg

.Gln

95

Asn
Gy
Glu
Met

Leu
175

Phe

Asn

‘Thr

Pro
Lys
val
Phe
Glu
80

His
Lys
Ser
Met
Pro
160

Asn

‘Met

Ser

Thr



10

atgectgctcece
ttcaccgtga
gagtgcgatt
-aaggtagaaa
¢ccctgggaa
cgttgcctgg
‘écitcttaca

cttacctgee

cctgccaaca

cgcctcaage
gagctgactt
tgggagccaa
ttgctgggtg
agtctgagec
caaatcagtt
gaégattata

atgagcggga

cgaaccatta

ccagaaéggg

céagaagéga
actgagecctg
aagaagaatt

aatcatcaca

<210>9
<211> 454
<212> PRT

tgctgccgat
cagcccctaa
ttgaccgcag

atgatacgtc

vaggctttgtt

tcatctécgg
tgaggataga
aggctagagg
ccagcéacat
ctcagcetag
cagccatcat
gaggtcctac
gaccgtcagt
ccatcgtgac
ggttcgttaa
acagcaccct
aagagttcaa

gcaagccgaa

agatgacgaa
tttacgtgga
ttetggatte
gggtcgagag

ccacaaagtc

<213> artificial

<220>

<223> B7-DC-Ig murina

<400>9

actgaacctg
agaagtgtac
agaatgcact
tctgcaaagt
ccacatcect
ggccécctgg
cactaggacé
ttatccccta
céggaccccc
cagaaacttc
tgaccctctg
gatcaagccc
ctttatctte
atgcgttgtg
caacgtggag
9C999£39t§
gtgtaaggta

agggagegtg

aaagcaggtg
atggacéaat
tgatggcagc
aaacagttat

cttcagccga

ES 2 545 609 T3

agcttacaac
accgtagacg
gaactggaag
gaaagagcca
agtgtccaag
gactacaagt
ctggaggtte
gcagaagtgt
gaaggcctct
agctgcatgt
agtcggatgg
tgcccgectt
ccgccaaaga
gtggatgttt
gtgcataccg
tccgeectge
aacaacaaég

cgcgcaccte

accctgacét
aacggaaaga
tactttatgt
agttgctcag

acgcccggga

ttcatcctgt
tcggeageag
ggatéagagc
ccctgectgga

tgagagattc

acctgé;ggq

caggﬁﬁcagg
cctggcaaéa
accaggtcac
tctggaatgce
aacccaaagt
gtaaatgccc
taaaggacgt
cagaggg#ga
cceaaaccc;
cgatccagca
atctgccage

aggttﬁacgt

gcatggtaac

cagagctcaa

actccaaatt
tggtgcatga

aatga

43

agcagcttta
tgtgagcctg
cagtttgcag

ggagcagctg

cgggcagtac

gaaagtcaaa'

ggaggtgcag

tgtcagtgtt

cagtgttctg
tcacatgaag
ccccagaaég
agctcca;at
cttgatgatt
ccccgacgtg
gacccécaga
tcaggattgg
gccgattgaa

ccttecteca

tgactttatg
ttacaagaac
gagggtcgag

gggcctccat

60
120
180
240-
300
360,

420

480

:540
600
660
720
780
840
SOQ
960
1020

1080

1140 -
1200 -
1260

1320

1365



Met

Val

Asp

Asp
65

Pro

Ser

Lys
" Axg

Ala
145

Leu
Ala
val
Thr
50

Thr

Leu

Gly

Ile
130

Arg

Leu Leu

Ala Leu
20

Gly ser

3s
Glu Lgu
Sg: Leu
Gly‘Lys
Gln Tyr

100

Leu Thr
115

Leu Glu

Gly Tyr

Leu

Phe

Ser

Glu

Gln

Ala

85

Arg

val

val

Pro

Pro

Thr

val

Gly

Ser

70

Leu

Cys

Lys

Pro

Leu

150

Ile

Val

Ser

Ile
55

Glu

Phe

Leu

Val

Gly

135

Ala

Leu

Thr

Leu

40

Arg

Arg

His

val

Lys

120

Thr

Glu

ES 2 545 609 T3

Asn

Ala

25

Glu

Ala

Ala

Ile

Ile

108

Ala

Gly

VaL

Leu
10

Pro

Cys

Ser

Thr

Pro

90

Cys

Ser

Glu

Ser

Ser
Lys
Asp
Leu
Leu
75

Ser

Gly

val

Trp
155

Leu
Glu
Phe
Gln
€60

Leu
val
Ala
Met
Gln
140

Gln

44

Gln
val
Asp
45

Lys
Glu
Gln
Ala
Axrg
125

Leu

Asn

Leu

Tyr
30

Arg

val

Glu

val

Trp

110

Ile

Thx

Val,

His

15

Thr

Arg

Glu

Gln

Arg

95

Asp

Asp

cvs

Ser

Pro

Val

‘Glu

Asn

Leu

80

Asp

Tyr

“Thr

‘Gln-

val
160



Pro Ala Asn
_Thr Ser val

Met Phe Trp
195

Pro Leu Ser
210

"Gly Pro Thr
225

Leu Leu Gly
Val Léu Met

Val Ser -Glu
275

Val Glu val
o280

305

‘Met Ser Gly
Ala Pro Ile

~Pro Gln val
355

Gln val Thr
370

Tyr Val Glu
385s

Thr Glu Pro
Leu Arg Val

Ser Val Vval
43S

Ser Arg Thr
450

‘Ser Thr Leu

Thr

Leu

180

Asn

Arg

Ile

Gly

Ile

260

Asp

His

Axrg

Lys

Glu

340

Tyr

Leu

Trp

val

Glu

420

His

Pro

Sexr
165
Arg
Ala
Met
Lys
Pro
245
‘Serx
Asp
Thr

val

Glu

His

Leu

His

Glu

Pro

230

Ser

Leu

Pro

Ala

Val

310

Phe

325

Arg

Val

Thx

Thx

Thr

Leu

Cys

Asn
390

Ile

Lys

Met

Pro
215

Cys
val
Ser
AsSp
Gln
295
Ser
Lys
Ile
Pro
Met

378

Asn

Arg

Pro

Lys

200

Lys

Pro

Phe

Pro

val

280

Thr

Ala

Cys

Ser

Pro

360

val

Gly

ES 2 545 609 T3

Thr

Gln

185

Glu

Val

Pro

Ile

Ile

265

Gln

Gln

Leu

Lys

Lys

©345

Pro

Thr

Lys-

Pro

170

Pro

Leu

Pro

Cys

Phe

250

val

'Ile

Thr

Pro

‘Val-

330

Pro

Glu

Asp

Thr

Glu

Ser

Thr

Arg

Lys

235

Pro

Thr

Ser

His

Ile

31s.

Asn

Lys

Glu

Phe

Glu
395

Gly

Arg

Ser

Thr
220

Cys

Pro

cys

Trp’

Arg
300
Gln
Asn
Gly
Glu
Met
3so0

Leu

Leu
Asn
Ala
20S
Trp
Pro
Lys
Val
Phe
285
Glu
His
Lys
Ser
Met
365

Pro

Asn !

Tyr
Phe
190
Ile
Glu
Ala
Ile
val
270
val
Asp
Gln
Asp
val
350

Thr

Glu

Gln
175
Ser
Ile
Pro
Pro
Lys
255
Val
Asn
TYTr
Asp
Leu
335
Arg
Lys

Asp

" Lys

val
Cys
Asp
Arg
Asn
240
Asp
Asp
Asn
Asn
Trp
320
Pro
Ala
Lys

Ile

Asn
400

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Tyr Phe Met Tyr Ser Lys

405

Lys

Glu

Gly

410

Lys Asn Trp Val Glu.Arg Asn Ser Tyr
430

425

Gly Leu His Asn His His Thr Thr Lys

Lys

440

45

445

415 .

Ser Cys

Ser Phe
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<210> 10

<211> 435

<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Proteina de fusion B7-DC-Ig murina sin secuencia sefal

<400> 10

Leu

1

Ser

Leu

Leu

Lys

65

Tyr

Thr

Glu

Tyr

Phe

Ser

Glu

Gln

50

Ala

Arg

val

val

Pro

" 130

Thr

val

Gly

35

Ser

Leu

Cys.

Lys

Pro
118

Leu

val
Ser
20

Ile
Glu
Phe
Leu

val
100

‘Gly

Ala

Thr

Leu

Arg

Arg

His

val

85

Lys

Thr

Glu

Ala

Glu

Ala

Ala

Ile

70

Ile

Ala

Gly

val

Pro

Cys
Ser
Thr
S

Pro
Cys
Ser

Glu

Ser
135

Lys

Asp

Leu

40

Leu

Ser

Gly

Tyr

val
120

Trp

ES 2 545 609 T3

Glu

Phe
25

Gln

Leu

val

Ala

Met

105

Gln

Gln

val

Asp

Lys

Glu

Gln

Ala

90

Arg

Leu

Asn

Tyr

Arg

val

Glu

Val

75

Trp

Ile

. Thr

val

Thr

Arg

Glu

Gln

60

Arg

Asp

Asp

Cys

Ser
140

46

Yal
Glu
Asn
45

Leu
Asp
TYyr
Thr
Gln

125

val

Asp

Cys

30

Asp

Pxo

Ser

Lys

Arg.

110

Ala

Pro

val
15

Thr

Thr

Leu

Gly
Tyr
95

Ile

Arg

Ala

Gly
Glu
Ser
Gly
Gln
80
Leu
Leu

Gly

Asn



Thr
145
Leu
Asn
Arg
Ile
Gly
225
Ile
Asp
His
Arg
Lys
305
Glu
Tyr

Leu

Trp

385

Glu Lys Lys

Ser His
Arg Leu
Ala His

Met Glu
195

Lys Pro
210

Pro Ser
Ser Leu
Asp Pro

Thr Ala
v275

val val
290

Glu Phg
Arg Thr
val Leu
Thr Cys

355

Thr Asn
37Q'

Ile Arg

Lys Pro
165

Met Lys
180

Pro Lys
Cys Pro
Val Phe
Ser Pro

245
Asp Val
260
Gln Thr
Ser Ala

Lys Cys

Ile Ser
325

Pro Pro‘

340

Met val

Asn Gly

Thr
150
Gln
Glu
val
Pro
Ile
230
Iie
Gln
Gln
Leu
Lys
310
Lys
Pro
Thr

Lys

390

405

Pro
Pro
Leu
Pro
Cys
218
Phe
vVal
Ile
Thr
Pro
295
val
Pro
Glu

Asp

Thr
375

Glu

Ser

Thr

Arg

200

Lys

Pro

Thr

Ser

His

ES 2 545 609 T3

Gly
Arg
Ser
185

Thr

Pro
Cys
Trp
265

Arg

280 .

Ile

Asn

Lys

Glu

Phe

360

Glu

Gln

Asn

Gly

Glu’

Leu

Asn

170

Ala

Trp

Pro

Lys

val
250

Phe-

Glu

His

Lys

ser

330

Met

345

-Met

Leu

Pro

Asn

Tyr

‘155

Phe

Ile

Glu

Ala

Ile

235

val

val

ASp

Gln

Asp

315

val

Thr

Glu

Tyr

Gln

Serxr

Ile

Pro

Pro

220

Lys

Val

Asn

Tyr

Asp

300

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

- 380

395

410

val

cys

Asp

Arg

208

Asn

Asp

Asp

Asn

Asn

285

Trp

Pro

Ala

Lys

Ile

365

Asn

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Tyr Phe Met Tyr Ser Lys Leu Arg Val

Thr Ser Val
160

Met Phe Trp
175

Pro Leu Ser
190

Gly Pro Thr
Leu Leu Gly

Val Leu Met
240

Val Ser Glu
255

Val Glu Val
270

Ser Thr Leu
Met Ser Gly

Ala Pro Ile
320

Pro Gln Val
335

Gln val Thr
350

Tyr val Glu

Thr Glu Pro

400

-Asn Trp Val Glu Arg Asn Ser Tyr Ser Cys Se; Val val

415

His Glu Gly Leu His Asn His His Thr Thr Lys Ser Phe Ser Arg Thr
425

420

Pro Gly Lys’

435

47

430
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15

20

25

<210> 11
<211> 1362
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> B7-DC-

<400> 11

atgatctttce
tttacEétga
gaatgtaact
a;ggttgaaa
ccattgggga
gagtgcatta
gegtcctatce
‘ctgacatgce
cctgctaaca
cgcctcaaac
gaéctgactc
tgggaaccta
ctgggaégﬁc
cgaacgcegg
ttcaactggt
caatacaatt .
aatggaaaag

acaatttcta

cgcgacgégcv

tctgécéftgb
ccacctgtgce
tctegetgge

cattacaccc

<210> 12
<211> 453
<212> PRT

Ig humana

ttctettgat
ccgtgccaaa
ttgacéccgg
acgacacttc,
agécctcctt
ttatctacég’
ggaaaattaa
aagccaccgg
cétctcattc
cgccceccagg
ttgcatctat
aatcttgcga
ccagtgtgtt
aagtgacatg
acgttgacgy
¢cacctateg
aatéqdagtg
aagccaaagg
téacaéagaa
cvC.vgt”-S"gi\a;'-g
ttgacagcga

agcagggcaa

agaagtctct

<213> Artificial

<220>
<223> B7-DC

<400> 12

-lg humana

gctgtetttg
agaactgtat
cagccacgtt
acctcaccgg
tcatatccet .
cgtggcttgg
cactcacatt
ctacccgttg
taggacaccec
ccggaatttt
tgatc;gcag
taaaactcat
tetgtttece
cgtggttgtg
agttgaggtt
agtggttagt
caaagtatca

gcagéccagg

ES 2 545 609 T3

gaattgcaac
atcattgagc
aacctggggg
gagagggcaa
caggtgcagg
gattacaagt
cttaaggtgc
gcagaggtca
gagggecctet
agttgcgtgt
tceccagatgg
écctgtcccc‘
ccaaaaccta
§5cgtctcac
cataacgcta
gtactgaccg
aacaaggctt

gaaccgcagg

tcaagtatcc ctgacctgec.

ggaatcaaat ggacaacctg agaacaacta

cgggtccttt
cgtcttttca

gtcactgagc

ttcctgtaca
tgtagtgtga

ccaggtaaat

ttcaccaaat
acgggtccaa
ccatcactgce
ccctettgga
ttecgggatga
atctgaccct
cagagacgga
getggeccaa
accaggttac
tttggaatac
agccacggac
cttgceccage
aggacaéact
aﬁgaagaccc
agaccaagcec
ttttgcacca
tgcectgcacc

tgtacacact

‘tggtgaaagg

gtaggctcac

tgcacgaagce

ga

48

cgeggececte

Cgtgacéctc

cagcttgcaa

ggagcaactg

gggacagtaé
gaaggtgaaa
cgaggtggaa

cgtgagcgta

atccgtgcetc

ccacgtgcga
tcatccaact
céccéagccc
tatgatatcc
ggaggtgaaa
cagagaggag
agactggctyg
catcgagaég

ccecaccatcce
éttttaccca
caaaaccact

tgtcgataag

tetgcacaac

60

120

180

240
300
360
420
480
540
600
660
720.
780
840
800
960

1020

.1080

1140

1200
1260
1320

1362



Met

Ile

Glu

His

Asp

Pro

Glu

Lys

His

Ala
145

Ile
Ala
His
val
50

Thr
Leu
Gly
Tyr
Ile
1?0

Thr

Phe

Ala

Gly

.35

Asn

Ser

Gly

Gln

Leu

115

Leu

Gly

Leu

Leu

20

Ser

Leu

Pro

Lys

Tyxr
100

Thr

Lys

Tyzr

Leu

Phe

Asn

Gly

His

Ala

85

Gln

Leu

val

Pro

Leu

Thx

Val

Ala

Arg

70

Ser

Cys

Lys‘

Pro

Leu
150

Met

Val

Thr

Ile

55

Glu

Phe

Ile

Val

Glu

135

Ala

Leu

Thr

Leu

40

Thr

Arg

His

Ile

Lys

Ser

val

25

Glu

Ala

Ala

Ile

ITle

105

Ala

120

Thr

Glu

Asp

val

ES 2 545 609 T3

Leu
10
Pro
Cys
Ser
Thr
‘Pro
90
Tyr
Ser

Glu

Ser

Glu

Lys

Asn

Leu

Leu

75

Gln

Gly

Tyr

Val

Trp
155

Leu

Glu

Phe

Gln

60

Leu
Va}
Val
Arg
Glu
}40

Pro

49

Gln

Leu

Asp

45

Lys

Glu

Gln

Ala

Lys

125

Leu

Asn

Leu
Tyr
30

Thr
val
Glu
val
Trp
110
Ile

Thr

Val

His
15

Ile,

Gly
Glu
o1n
Arg
Asp
Asn
Cys

Serxr

Gln

Ile

Ser

Asn

‘Leu

Asp
Tyr
Thr
Gln

val
160



Pro

Thr

val

Leu

Ser

225

Leu

Leu

Ser:

Glu
Thr
305
Asn
Pro
Gln
val
val
385

Pro

Ala

Ser

Phe

Gln

210

Cys

Gly

Met

His

Val
290

"I‘yr'

Gly

vIle

Val

Sér
370

Glu

‘Pro

Asn

val

Trp

195

Ser

Asp

Gly

Ile

Glu

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

355

Leu

Trp

val _

Thr

Leu

180-

Asn

Gln

Lys

Pro

Ser

260

Asn

val

Glu

Lys

340

Thr

Thr

Glu

Leu

lu Asp
275 -

Ser

165

Arg

Thr

Met

Thr

Ser

His

Leu

His

Glu

His

230

val

245

Arg
'P'lr*o
Ala
val
Tyr
325
Thr
Leu
Cys
ser

Asp

Thr

Glu

Lys

Ser

3io

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

390

Ser

Ser

Lys

val

Pro-

215

Thr

Phe

Pro

val

Thr
295

val

Cys

Ser

Pro

val

375

Gly

Asp

Arg
Pro
Arg
200
Arg
Cys
Leu
Glu
Lys
280
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
360
Lys

Gln

Gly

ES 2 545 609 T3

Thr

Pro

185

Glu

Thr

Pro

Phe

Val

265

Phe

Pro

Thr

val

Ala

345

Arg

Gly

Pro

Ser

Pro
170
Pro
Leu
His
Pro
Pro
250
Thr
Asn
Arg
val
Ser
330
Lys
Asp
Phe

Glu

Phe

Glu

Gly

Thr

Pro

Cys
235

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

318

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn
395

Phe

Gly

Arg

Leu

Thr

220

Pro

Lys

vVal

Tyx

Glu

300

His

Lys

Gln

Leu

Pro

380

AsSn

Leu

50

Leu

Asn

Ala

205

Trp

Ala

Pro

val

val

285

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

365

Ser

Tyr

Tyr

T}fr

Phe
190

Ser

Glu -

Pro
Lys
val
270
Asp
Tyr
Asp
Leu

Arg
350

Lys

Asp
Lys

Ser

Gln
175
ser
Ile
Pro
Glu
Asp
25%

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

335

Glu

Asn

Ile

Thr-

Lys

Val

Cys

Asp

Lys

Leu

240

Thr

Val

Val

Ser

Leu

320

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

400

Leu



10
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405 410. 415

Thr val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
420 425 430

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
435 440 445

. Leu Ser Pro Gly Lys .

450

<210> 13
<211> 434
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> B7-DC-lg humana sin secuencia sefal

<400> 13

Leu Phe Thr val Thr Val Pro Lys Glu Leu Tyr Ile Ile Glu His Gly .
1 ) 10 15

Ser Asn Val Thr Leu Glu Cys Asn Phe Asp Thr Gly Ser His Val Asn
20 25 ’ 30 .

Leu Gly Ala Ile Thr Ala Ser Leu Gln Lys Val Glu Asn Asp Thr Ser
3s 40 45

Pro His Arg Glu Arg Ala Thr Leu Leu Glu Glu Gln Leu Pro Leu Gly
S0 - 5% 60 .

Lys Ala Ser Phe His Ile Pro Gln Val Gln Val Arg Asp Glu Gly Gln’
65 _ 70. 75 - 80

Tyr Gln Cys Ile Ile Ile Tyr Gly Val Ala Trvasp Tyr Lys Tyr Leu
. "85 90 95

Thr Leu Lys Val Lys Ala Ser Tyr Arg Lys Ile Asn Thr His Ile Leu
100 105 110

Lys Val Pro Glu Thr Asp Glu Val Glu Leu Thr Cys Gln Ala Thr Gly
115 120 125

Tyr Pro Leu Ala Glu Val Ser Trp Pro Asn Val Ser Val Pro Ala Asn
130 ) 135S ' 140

51



© Thr
145
Leu
Asn
Gln
Lys
Pro
225
Ser
Asp
Asn
val
Glu
305
Lys

Thr

Thr

Glu

Leu-

Ser

Arg

Thr

Met

Thr

210

Ser

Arg

Pro
Ala

val
290

Tyx

Thr

Leu

Cys

Ser

370

Asp

His

Leu:

His
Glu
195
His
val
Thr
Glu
Lys
275
Ser
hYS
Ile
Pro
Leu
355

Asn

Sex

Ser
Lys
val
180
Pro
Thr
Phe
?ro
val

260

Thr

‘vVal

Cys
Ser
Pro
340

val

Gly

Asp.

Arg
Pro
165

Axg

Arg

Leu

Glu

245

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys
325

Ser

Lys

Gln

Gly

Thr
150
Pro
Glu
Thr
Pro
Phe
230
val
Phe
P}o
Thr
val
310
Ala
Arg
Gly

Pro

Ser

Pro
Pro
Leu
His
Pro
215
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
295
Ser
Lys
Asp
éhe
Glu

375

Phe

Glu

Gly

Thr

‘Pro

200
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
280
Leu
Asn

Gly

Glu

Tyr

360

Asn

Phe

ES 2 545 609 T3

Gly

Arg

Leu

188

Thx

Pro

Lys

Val

Tyr

Leu Tyr Gln

Asn
170
Ala
Trp
Ala
Pro

val

-250

Val

265

‘Glu

His

Lys

Gln

Leu

345

Pro

Asn

Leu

Gln

Gln

Ala

Pro
330

Thr

Ser

Tyr

Tyr

155
Phe
Ser
Glu
Pro
Lys
235
val
Asp
Tyr
Asp
Leu
31s
Arg
Lys
Asp

Lys

Ser

Ser

Ile

Pro

Glu

220

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

ago

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr
380

-Lys

52

Val Thr Ser

Cys

Asp

Lys

205

Leu

Thr

val

‘Val

Ser
285
Leu
Ala
Pro

Gln

Ala
365

Thr.

Leu

val
Leu-
190
Ser
Leu
Leu
Ser
Glu
270
Thr
Asn
Pro
Gin
val
350
val
Pro

Thr

Phe
175

Gln
Cys
Gly
Met
His
255
val
Tyr

Gly

Ile’

Val
335
Sex

Glu

Pro

Val

val

160

Trp

ser

Asp

Gly

Ile
240

Glu -

His

Arg

Lys

Glu

320

Tyr

Leu

Tep

val

Asp
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15

20

ES 2 545 609 T3

385 _ 390 : 395 ' 400

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
405 410 415

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
420 425 430

Gly Lys

<210> 14

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Trp Asp Tyr Lys Tyr
1 S

<210> 15

<211> 202

<212> PRT

<213> Macaca fascicularis
<400> 15

Leu Phe Thr val Thr val Pro Lys Glu Leu Tyr Ile Ile Glu His Gly
1 S 10. 15

Ser Asn Val Thr Leu Glu Cys Asn Phe Asp Thr Gly Ser His Val Asn
20 25 30

Leu Gly Ala Ile Thr Ala Ser Leu Gln Lys Val Glu Asn Asp Thr Ser

Pro His Arg Glu Arg Ala Thr Leu Leu Glu Glu Gln Leu Pro Leu Gly
50 . 55 60

Lys Ala Ser Phe His Ile Pro Gln Val Gln Val Arg Asp Glu Gly Gln
65 . 70 75 80

Tyr Gln Cys Ile Ile Ile Tyr Gly Vval Ala Trp Asp Tyr Lys Tyr Leu
: . . 8% 90 95

Thr Leu Lys Val Lys Ala Ser Tyr Arg Lys Ile Asn Thr His Ile Leu
v 100 : ) 105 110

53
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Lys Val

Tyr Pro
130

Thr Ser
145

Leu Arg

Asn Thr

Gln Met

<210> 16

Pro

115

Leu

His

Leu

His

Glu
195

<211> 290
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 16
Met Arg
1

Asn Ala
Gly Ser

Asp Leu
S0

Ile Gln
65

Tyr Arg

Ala Ala

Ile
Phe
Asn
35

Ala
Phe

Gln

Leu

*Met

115

Glu
Ala
Ser
Lys
Val

180

Pro

Phe
Thr
20

Met
Ala
val

Arg

‘Gln

100

Ile

Thr

Glu

Arg

Pro

165

Axg

Arg

Ala

val

Thr

Leu

His

Ala

85

Ile

Ser

Asp

Val

Thr

150

Pro

Glu

Thr

val

Thr

Ile

Ile

Gly

70

Arg

Thr

Tyr

Glu
Ser
138
Pro
Pro

Leu

His

Phe
vVal
Glu
val
5S

Glu
Leu
Asp

Gly

val

120

Trp

Glu

Gly

Thr

Pro
200

Ile

Pro

Cys

40

Tyr

Glu

Leu

Val

Gly
120
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Glu
Pro
Gly
Arg
Leu

185

Thr

Phe
Lys
25

Lys
Trp

Asp

Lys

Leu
Asn
Leu
Asn
170

Ala

Trp

Met
10

Asp
Phe
Glu

Leu

Asp

. 90

Lys
105

Ala

Leu

Asp

Thr

val

Tyr
155

Phe

Ser

Thr

Leu

Pro

Met

Lys

75

Gln

Gln

Tyr

Cys
Ser .
140
Gln

Ser

Ile

Tyr
Tyx
val
Glu
60

val
Leu

Asp

Lys

54

Gln

125

Val

Vval

Cys

Asp

Trp

‘vVal

Glu
45

Asp
Gln
Ser
Ala

Arg
‘128

Ala Thr
Pro Ala
Thr Ser

val Phe
175

Leu Gln
190

His Leu
15

val Glu
30

Lys Gln
Lys Asn
His Ser

Leu Gly
95

Gly val
110

Ile Thr

Gly

Asn

Val
160

Trp

Ser

Leu

Tyr

Leu

Ile

Ser

80

Asn

Tyr

val



10

Lys Val

Asn

130 -

Asp Pro
145

Pro Lys
Gly Lys
val Thr

Cys Thr
210

Val Ile
225

Leu Val
Phe Ile
Giy Ile’

Glu Thr
290

<210> 17
<211> 290

val
Ala
Thr
Ser
195
Phe
Pro
Ile

Phe

Gln
275

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 17.

Ala

Thr

Glu

Thr

180

Thx

Arg

Glu.

Leu

Arg
260

Asp

Pro
Ser
val
16S
Thr
Leu
Arg
Leu
Gly
245

Leu

Thr

Tyr

Glu
150

Ile

Thr

Axg

Leu

Asn
135
His
Trp
Asn

Ile

Asp

Lys

Glu

Thr

Ser

Asn

200

Pro

215

Pro

230

Ala

Arg

Asn

Leu

Ile

Lys

Ser

Ala

Leu

Gly.

Lys
280
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Ile

Leu

Ser

Lys

185

Thr

Glu

His

Leu

Arg

265

Lys

Asn

Thr

Ser

170

Arg

Thr

Glu

Pro

Cys
250

Met

Gln

Gln

Cys
155

AsSp

Glu

Thr

Asn

Pro

235

Leu

Met

Serx

Arg
140
Gln
His
Glu
Asn
His
220
Asn
Gly

Asp

Asp

Ile
Ala
Gln
Lys
Glu
205
Thr

Glu

Val

val

Leu
Glu
val
Leu
l?O
Ile
Ala
Arg
Ala

Lys

270

Thr
285

His

val

Gly

Leu

175

Phe

Phe

Glu

Thr

Leu

255

‘Lys

Leu

val

TYyr
160
Ser
Asn
Tyr
Leu
His
240
Thr

cys

Glu

Met Arg Ile Phe Ala Gly Ile Ile Phe Thr Ala Cys Cys His Leu Leu

1

5

10

Arg Ala Phe Thr Ile Thr Ala Pro Lys Asp Leu

25

Tyr Yai'

55

15 -

Val Glu Tyr

30



Gly
Asp
Ile
6S

>Phe
Ala
Cys
Lys
Pro
145
Glu
Lys

Thr
Th;
Ilé

. 225
val

Leu

Gly

Glu

<210>
<211>

<212> PRT

Ser
Leu
50

Gln
Arg
Ala
Cys
val
130

Ala

Ala

Arg:

Ser

Phe

210

Pro

Leu

Leu

val

Thr
290

18
290

Asn
35
Leu
Phe
Gly
Leu
Ile
115
Asn
Thr
Glu
Ser

Ser
195

Trp,

Glu

Leu

Phe

Glu

275

val

‘Ala

val
Arg
Gln
100
Ile
Ala
Ser
val
val
180
Leu
Arg
Leu

Gly

Leu

260
. v

Asp

Thr

Leu

Ala

Ala

85

Ile

Ser

Pro

Glu

Ile
165
Thr
Arg
Ser
Pro
Ser
245

Arg

Thxr

<213> Macaca mulatta

Met

val
Gly
70

Ser
Thr
Tyr
Tyr
His
150
Trp
Thr
val
Gln
Ala
230
Ile

Lys

Ser

Glu
val
55

Glu
Leu
Asp
Gly
Arg
135
Glu
Thr
Ser
Asn
Pro

215

?hr

Leu

Gln

Ser

Cys
40

TYr
Glu
Pro
val
Gly
120
Lys
Leu
Asn
Arg
Ala
200
Gly
His
Leu

val

Lys

280
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Arg

Trp

Asp

Lys

Lys

105

Ala

Ile

Ile

Ser

Thr

Thr

Gln

Pro

Phe

Arg

265

Asn

Phe

Glu

Leu

Asp

90

Leu

Asp

Asn

Cys

Asp
170

‘Glu
185

‘Ala

Asn

Pro

Pro

Lys-

Lys
15

Gln

Gln

Gln

Gln
155

‘His

Gly

Asn

‘His

Gln

. 235

Leu
250

Met

Arg:

Ile

Leu

Asn

val
Glu
60
Pro
Leu
Asp
Lys
Arg-
140
Ala
Gln

Met

Asp

Glu
45

Asp
Gln
Leu
Ala
Arg
125
Ile
Glu
Pro

Leu

val

'205

Thr
220
Asn
val

Asp

Asp

56

Ala
Arg
Val
v;l

Thr

285

Arg Glu Leu

Glu

His

Lys

Gly
110

Ile

Ser

.Gly

val

Gln

Ser

95

val

Thr

Val

Tyr

Ser

178

Leu

Asn

190

Phe

Glu

Thr

Ser

Glu

270

Gln

.Tyr

Leu

His

Thr

255

Lys

Phe

val

Asn
80

Asn

Tyr
Leu
Asp
Pro
160
Gly
Val
Cys
Ile
Trp

240

val
Cys

Glu



<400> 18

Met
1
Asn
Gly
Gly
Ile
65
Tyr
Ala
Arg
Lys
Asp
145

Pro

Gly

Arg

Ala

Ser

Leu
50

Gln
Arg

Ala

Cys
" 115

val
130

Pro

Lys

Lys.

Ile

Phe

Asn
35

‘Thr

Phe

Gln

Leu
Met
Asn
Vél
Ala

Thr

Phe

Thr

20

Met

Ser

val

Arg

Arg

100

Ile

Ala

Thr

Glu

Thr
180

Ala

val

Thr

Leu

His

Ala

E

Ile

Serxr

Pro

Sex

val

165

Thr

val

Thr

Ile

Ile

Gly

70

Gln

Thr

Tyx

Tyr

Glu
150

Ile

Thr

Phe
Val
Glu
val
585

Glu
Leu
Asp
Gly
Asn
135
His

Trp

Asn

Ile

Pro

Cys

‘40

Tyr

Glu

Leu

val

Gly

120

Lys

Glu

Thr

Ser
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Phe
Lys
25

Arg
Trp
Asp
Lys
Lys
105
Ala

Ile

Leu

‘Ser

Lys
185

Thr
10

Asp
Phe
Glu
Leu
Asp
90

Leu
Asp
Asn
Thr
Ser

170

Arg

Ile

Leu

Pro

Met

Lys

75

Gln
Gln
rye
Gln
Cys
155

Asp

Glu

Tyr

Tyr

val

Glu

. 60

val

Leu

AsSp

Lys

Arg

140

Gln

His

Glu

57

Trp

val

Glu

45

Asp

Gln

Sex

Ala
Arg
125

Ile

Ala

Gln.

Lys

His
Val
30

Lys

Lys

‘His

Leu

Gly

110

Ile

Leu

Glu

val

Leu
190

‘Leu

Glu

Gln

Asn

Ser
Gly
gs

val
Thr
val
Gly

Leu

‘175

Leu

Leu

Tyr

Leu

Ile

Asn
80
Asn
Tyr
val
Val
Tyr
160

Ser

Asn



10

val
Cys
val
228
Leu
Phe

'Gly

Glu

Thr

Ile

210

Ile

val

Ile

Ile

Thr

290

<210> 19

<211> 288
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 19

Ser
195

' Phe

Pro

Ile

Phe

Arg
275

Met Gln Ile

1

Leu

Asn

Asn

Leu

Ala

val

Gly

Pro

Ala

so

Asn

Phe

Thr

Trp

Pro

Thr

Trp

Pro

Gln

'I“hr
Arg
Glu
Leu
Tyr

260

val

Pro

Arg

Thr

Phe

Tyr

Glu

Leu

Leu

Arg

Leu

Gly

245

Leu

Thr

Gln

Pro

Phe

Thr

Arg

Asp

.85

Pro

Arg

Leu-

Pro

230

Ala

Arg

Asn

‘Ala

Gly

Phe

Cys

Met

70 .

Arg

Asn

Ile

cly

Asn.
200

Pro

215 .

Leu

Ile

Lys

Ser

Pro
Txp
Pro
Ser
55

Ser

Ser

Gly

Ala

Phe

Gly

Lys
280

Trp

Phe

Ala

40

Phe

Pro

Gln

Arg

ES 2 545 609 T3

Thr

Glu

Leu

Leu

Axg

265

Lys

Pro

Leu

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

Thr
Glu
Pro
Leu
250

Met:

Gln

val
10

Asp

‘Leu

Asn

Asn

Gly

Phe

Ala
Asn
Pro
235
Leu

Met

Arg

val
Ser
val
Thx
Gln
75

Gln

His

Asn

His

220

Asn

Gly

Asp

Asp

Trp

Pro

Val

Ser

60

Thr

Asp

Met

58

Glu
20S
Thr
Glu
val
Met

Thr
285

Ala
Asp
Thr
45

Glu
Asp

Cys

Ser

Ile

Ala

Arg

Ala
Lys

270

Gln

val

Arg

Glu

Ser

Lys

Arg

élu
Thr
Leu
255

Lys

Leu

Leu
15

Pro
Gly
Phe

Leu

Phe

- 95 .

val-

val

Tyr
Leu
His
240
Thr
Ser

Glu

Gln
Trp
Asp
val
Ala
Arg

Aig
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100 105 110

Ala Arg Arg Asn Asp Ser Gly Thr Tyr Leu Cys Gly Ala Ile Ser Leu
11s 120 125

Ala Pro Lys Ala Gln Ile Lys Glu Ser Leu Arg Ala Glu Leu Arg Val
130 » 135 140

‘Thr. Glu Arg Arg Ala Glu Val Pro Thr Ala His Pro Ser Pro Ser Pro
145- 150 155 —_— 160

Arg Pro Ala Gly Gln Phe Gln Thr Leu Val Val Gly Val Val Gly Gly
. 165 170 ) 175

Leu Leu Gly Ser Leu Val Leu Leu Val Trp Val Leu Ala Val Ile Cys
180 . 185 ’ . . 190

Ser Atg'Ala Ala Arg Gly Thr Ile Gly Ala Arg Arg Thr Gly Gln Pro.
© 195 - 200 205

Leu Lys Glu Asp Pro Ser Ala Val Pro Val Phe Ser Val Asp Tyr Gly
210 » 218 - 220 ,

Glu Leu Asp Phe Gln Trp Arg Glu Lys Thr Pro Glu Pro Pro Val Pro
225 230 235 - 240

Cys Val Pro Glu Gln Thr Glu Tyr Ala Thr fle Val Phe Pro Ser Gly
: . 245 250 . 255 °

Met Gly Thr Ser Ser Pro Ala Arg Arg Gly Ser Ala Asp Gly Pro Arg
. 260 265 270

. Ser Ala Gln Pro Leu Arg Pro Glu Asp Gly His Cys Ser Trp Pro Leu.
275 ' ’ 280 285

<210> 20

<211> 288

<212> PRT

<213> Macaca fascicularis

<400> 20

‘Met Gln Ile Pro Gln Ala Pro Trp Pro Val Val Trp.Ala Val Leu Gln
1 - 3 . 10 ) 18

Leu Gly Trp Arg Pto'Gly Trp Phe Léu Glu Ser Pro'Asp Arg. Pro Trp
- 20 . 25 : 30 :
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Asn Ala  Pro Thr Phe Ser Pro Ala Leu Leu Leu Val Thr Glu Gly Asp
35 a0 45

Asn Ala Thr Phe Thr Cys Ser Phe Ser Asn Ala Ser Glu Sexr Phe Vval
Leu Asn Trp Tyr Arg Met Ser Pro Ser Asn Gln Thr Asp Lys Leu Ala

Ala Phe Pro Glu Asp Arg Ser Gln Pro Gly Gln Asp Cys Arg Phe Arg
: - 85 . 90 95

val Thr Arg Leu Pro Asn Gly Arg Asp Phe His Met Ser Val Vval Arg
100 105 ) 110

Ala Arg Arg Asn Asp Ser Gly Thr Tyr Leu Cys Gly Ala Ile Ser Leu .
118 120 125

Ala Pro Lys Ala Gln Ile Lys Glu Ser Leu Arg Ala Glu Leu Arg Val
130 ‘ 135 140

Thr Glu Arg Arg Ala Glu Val Pro Thr Ala His Pro Ser Pro Ser Pro
145 - 150 155 ‘ . 160

_'Arg Pro Ala Gly Gln Phe Gln Thr Leu Val Val Gly Val val Gly Gly
165. ¢ " 170 : . 178 .

Leu Leu Gly Ser_Leu.Val Leu Leu Val Trp Val Leu Ala Val Ile Cys
180 ' . 185 190

Sér Arg-Ala Ala Arg Gly Thr Ile Gly Ala Arg Arg Thr Gly Gln Pro
195 "~ 200 205

Leu Lys Glu Asp Pro Ser Ala Val Pro Val Phe Ser Val Asp Tyr Gly
210 . - 215 : 220

Glu Leu Asp Phe Gln Trp Arg Glu Lys Thr Pro Glu Pro Pro Val Pro
225 } 230 : 235 : 240

Cys val Pro Glu Gln Thr Glu Tyr Ala Thr Ile Val Phe Pro Ser Gly
245 250 255

QMet Gly Thr Ser Ser Pro Ala Arg Arg Gly Ser Ala Asp Gly Pro Arg
o 260 265 .. 270

Ser Ala Gln éid.Leu Arg Pro Glu Asp Gly His Cys Ser Trp Pro Leu
©o278 280 : .- 2857
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REIVINDICACIONES
1. Composicién que comprende:

una proteina de fusiéon que comprende porciones peptidicas primera y segunda en la que dicha primera porcion
peptidica consiste en una secuencia de aminodacidos seleccionada de: B7-DC de tipo natural, una secuencia de
aminodcidos que tiene una identidad de al menos el 98% con respecto a los aminodcidos 20-221 6 20-121 de SEQ
ID NO: 1 y que compite in vitro con B7-DC de tipo natural por la unién a PD-1, un fragmento de B7-DC que compite
in vitro con B7-DC de tipo natural por la unién a PD-1, y un dominio extracelular de B7-DC y dicha segunda porcion
peptidica comprende una porcién de un inmunoglobulina (Ig);

para su uso en un método de aumento de una respuesta de células T en un ser humano;

en la que el ser humano es uno a quien se le ha administrado previamente una composicién que comprende un
agente de potenciacién seleccionado del grupo que consiste en: ciclofosfamida, un analogo de ciclofosfamida,
sunitinib, anticuerpo anti-TGFp, imatinib, antraciclinas, oxaliplatino y doxorubicina, y en la que la dosificacion del
agente de potenciacion no es eficaz para tener actividad antitumoral directa;

y en la que la respuesta de células T lograda tras la administracion de la proteina de fusion es mayor que la
respuesta de células T lograda mediante la administracién o bien de la proteina de fusién sola o bien del agente de
potenciacion solo.

2. Composicion que comprende:

un agente de potenciacion seleccionado del grupo que consiste en: ciclofosfamida, un analogo de ciclofosfamida,
sunitinib, anticuerpo anti-TGFf, imatinib, antraciclinas, oxaliplatino y doxorubicina,

para su uso en un método de aumento de una respuesta de células T en un ser humano;
en la que la dosificacion del agente de potenciacion no es eficaz para tener una actividad antitumoral directa;

en la que el ser humano es uno a quien se le va a administrar posteriormente una composicién que comprende una
proteina de fusion que comprende porciones peptidicas primera y segunda en la que dicha primera porcion peptidica
consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada de: B7-DC de tipo natural, una secuencia de aminoacidos
que tiene una identidad de al menos el 98% con respecto a los aminoacidos 20-221 6 20-121 de SEQ ID NO: 1y
que compite in vitro con B7-DC de tipo natural por la uniéon a PD-1, un fragmento de B7-DC que compite in vitro con
B7-DC de tipo natural por la unién a PD-1, y un dominio extracelular de B7-DC y dicha segunda porcion peptidica
comprende una porcion de una inmunoglobulina (Ig);

y en la que la respuesta de células T lograda tras la administracién de la proteina de fusién es mayor que la
respuesta de células T lograda mediante la administracién o bien de la proteina de fusion sola o bien del agente de
potenciacion solo.

3. Composicion para su uso segun la reivindicacion 1 é 2, en la que dicha primera porcion peptidica consiste en un
polipéptido de B7-DC de tipo natural.

4. Composicién para su uso segun la reivindicacion 3, en la que dicho B7-DC es un B7-DC humano.

5. Composicion para su uso segun la reivindicacién 1 é 2, en la que dicha primera porcién peptidica consiste en un
fragmento de B7-DC que no comprende ninguna porcién de la porcion transmembrana de dicho polipéptido de B7-
DC.

6. Composicion para su uso segun la reivindicacion 5, en la que dicha primera porcidon peptidica consiste en la
porcién soluble de dicho polipéptido de B7-DC y dicha segunda porcion peptidica comprende la regién Fc de un
anticuerpo pero no comprende ninguna de las regiones variables de dicho anticuerpo.

7. Composicion para su uso segun la reivindicacion 5 6 6, en la que dicha primera porcion peptidica consiste en la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 y dicha segunda porcién polipeptidica comprende la region Fc de un
anticuerpo pero no comprende ninguna de las regiones variables de dicho anticuerpo.

8. Composicidn para su uso segun la reivindicacion 1 6 2, en la que dicha primera porcién peptidica consiste en una
secuencia de aminodcidos que tiene una identidad de al menos el 98% con respecto a los aminoacidos 20-221 6 20-
121 de SEQ ID NO: 1.

9. Composicién para su uso segln la reivindicacion 8, en la que dicha primera porcidén peptidica consiste en la
secuencia de aminoacidos de los amino&cidos 20-221 6 20-121 de SEQ ID NO: 1.
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10. Composicién para su uso segun la reivindicacién 1 6 2, en la que dicha proteina de fusién comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 95% con respecto a la secuencia de SEQ ID NO:
9,110,126 13.

11. Composicién para su uso segun la reivindicacion 10, en la que dicha proteina de fusion comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, 10, 12 6 13.

12. Composicién para su uso segun cualquier reivindicacion anterior, en la que dicha proteina de fusion es un
mondmero.

13. Composicién para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que dicha proteina de fusion
forma un dimero.

14. Composicion para su uso segun la reivindicacion 13, en la que dicha proteina de fusion forma un homodimero.
15. Composicién para su uso segun la reivindicacion 13, en la que dicha proteina de fusion forma un heterodimero.

16. Composicion para su uso segun cualquier reivindicacion anterior, en la que dicho agente de potenciacion es
ciclofosfamida o un analogo de ciclofosfamida.

17. Composicion para su uso segun cualquier reivindicacion anterior, para su uso en un método seguin cualquier
reivindicacién anterior, en la que dicho agente de potenciacién se administra al menos X horas antes de administrar
dicha proteina de fusién, en la que X se selecciona de 1, 2, 3, 5, 10, 15, 20, 24 y 30.

18. Composicion para su uso segun cualquier reivindicacion anterior, en la que dicha proteina de fusion comprende
un fragmento de B7-DC de tipo natural que compite in vitro con B7-DC de tipo natural por la unién a PD-1.

19. Composicién para su uso segun la reivindicacion 18, en la que dicho fragmento de B7-DC de tipo natural no
comprende ninguna porcién de la porcion transmembrana de tal polipéptido.

20. Composicién para su uso segun la reivindicacion 18, en la que dicho polipéptido de B7-DC es polipéptido B7-DC
humano.

21. Composicién para su uso segun la reivindicacién 1 6 2, en la que dicha primera porcion peptidica consiste en el
dominio extracelular de B7-DC o un polipéptido que sélo se diferencia del mismo por sustituciones de aminoacidos
conservativas.

22. Composicién para su uso segun cualquier reivindicacion anterior, en la que dicha proteina de fusion se usa en
una cantidad suficiente para tratar cancer o infeccién mediante un aumento de la respuesta inmunitaria mediada por
células T.

23. Composicién para su uso segun la reivindicacion 1 6 2, en la que dicho método comprende el tratamiento de
cancer.

24. Composicién para su uso segun la reivindicacion 1 6 2, en la que dicho método comprende el tratamiento de una
enfermedad infecciosa.

25. Composicién para su uso segun la reivindicacion 23, en la que dicho cancer es cancer de vejiga, cancer de
cerebro, cancer de mama, cancer de cuello uterino, cancer colorrectal, cancer de eséfago, cancer de rifién, cancer
de higado, cancer de pulmdn, cancer nasofaringeo, cancer de pancreas, cancer de préstata, cancer de piel, cancer
de estébmago, cancer uterino, cancer de ovarios, cancer de testiculos o cancer hematoldgico.

26. Composicidon para su uso segun la reivindicacion 23 para su uso en dicho método, en la que dicho método
comprende ademas administrar al menos un agente adicional seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo
anti-PD-1, un anticuerpo anti-CTLA4, un inhibidor de la mitosis, un inhibidor de aromatasa, un antagonista de A2AR
y un inhibidor de la angiogénesis con dicha proteina de fusion.

27. Kit de partes que comprende:

una proteina de fusién que comprende porciones peptidicas primera y segunda, en la que dicha primera porcion
peptidica consiste en los aminoacidos 20-221 de SEQ ID NO: 1, y dicha segunda porcién peptidica comprende una
porciéon de una inmunoglobulina (1g);

y ciclofosfamida;
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para su uso en un método de tratamiento de cancer;

en el que dicha ciclofosfamida se administra antes que dicha proteina de fusién y dicha proteina de fusién se
administra sin ciclofosfamida tras la administracion de ciclofosfamida;

en el que la dosificacion de ciclofosfamida no es eficaz para tener actividad antitumoral directa.

28. Composicidn para su uso segun la reivindicacion 27, en la que dicha segunda porcion peptidica comprende los
aminoacidos 245-476 de IgG1 humana.

29. Composicién para su uso segun la reivindicacion 27 para su uso en el método segun la reivindicacién 27, en la
que dicha ciclofosfamida se administra a dicho paciente al menos 24 horas antes de la administracién de la proteina
de fusion.

30. Kit de partes que comprende:

una proteina de fusiébn que comprende porciones peptidicas primera y segunda, en la que dicha primera porcion
peptidica consiste en una secuencia de aminodcidos seleccionada de: B7-DC de tipo natural, una secuencia de
aminodcidos que tiene una identidad de al menos el 98% con respecto a los aminodcidos 20-221 6 20-121 de SEQ
ID NO: 1 y que compite in vitro con B7-DC de tipo natural por la uniéon a PD-1, un fragmento de B7-DC que compite
in vitro con B7-DC de tipo natural por la unién a PD-1, y un dominio extracelular de B7-DC y dicha segunda porcion
peptidica comprende una porcién de una inmunoglobulina (lg);

y un agente de potenciacién seleccionado del grupo que consiste en: ciclofosfamida, un analogo de ciclofosfamida,
sunitinib, anticuerpo anti-TGFf, imatinib, antraciclinas, oxaliplatino y doxorubicina;

para su uso en un método de aumento de una respuesta de células T en un ser humano;

en el que dicho agente de potenciacién va a administrarse antes que dicha proteina de fusion y dicha proteina de
fusion va a administrarse sin dicho agente de potenciacion tras la administracion de dicho agente de potenciacion;

en el que la dosificacion del agente de potenciacion no es eficaz para tener actividad antitumoral directa;
y en el que la respuesta de células T lograda tras la administracion de la proteina de fusion es mayor que la

respuesta de células T lograda mediante la administracién o bien de la proteina de fusion sola o bien del agente de
potenciacion solo.
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