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DESCRIPCION

Formulaciones estables de anticuerpos para el receptor PD-1 humano de muerte programada y tratamientos
relacionados

La presente solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de patente provisional de EE.UU. N.° 61/470.121, enviada
el 31 de marzo de 2011.

Campo de la invencion

La presente invenciéon se refiere a formulaciones estables de anticuerpos contra el receptor PD-1 de muerte
programada. La presente invencion proporciona ademas formulaciones estables de anticuerpos contra PD-1
humano para su uso en métodos para el tratamiento de diversos canceres e infecciones crénicas.

Antecedentes de la invencion

Muerte Programada 1 (PD-1), un miembro de la familia génica coestimulante CD28, se expresa moderadamente en
células T, B y NKT virgenes y se regula positivamente por el receptor de células T/B en linfocitos, monocitos y
células mieloides (1). PD-1 tiene dos ligandos conocidos con distintos perfiles de expresion, PD-L1 (B7-H1) y PD-L2
(B7-DC). La expresion de PD-L2 esta relativamente restringida y se encuentra en células dendriticas activadas,
macréfagos y monocitos y en células endoteliales vasculares (1-3). Por el contrario, PD-L1 se expresa mas
ampliamente incluyendo en linfocitos virgenes y su expresion se induce en células B y T activadas, monocitos y
células dendriticas. Adicionalmente, por el ARNm, se expresa por tejidos no linfoides incluyendo células endoteliales
vasculares, células epiteliales y células musculares.

PD-1 se reconoce como un jugador importante en la regulacion inmune y el mantenimiento de la tolerancia
periférica. En el raton, se mostré que esto requiere la expresion de PD-L1 en tejidos periféricos y la ligacion de PD-1
en células T potencialmente autorreactivas para modular negativamente la activacién de células T que implican una
secuencia ITIM en el dominio citoplasmatico PD-1 (1, 4).

Dependiendo del fondo genético especifico, los ratones pdcd1” desarrollan espontaneamente fenémenos tipo lupus
o cardiomiopatia dilatada (5, 6). Adicionalmente, el bloqueo inducido por anticuerpos de la ruta PD-1 / PD-L1 se
demostré que acelera la aparicion de insulitis autoinmune y diabetes en ratones NOD (7).

Se descubrié que los canceres humanos que surgen en diversos tejidos sobre-expresan PD-L1 o PD-L2. En
conjuntos grandes de muestras de céanceres por ejemplo de ovario, renal, colorrectal, pancreatico, de higado y
melanoma se mostré que la expresion de PD-L1 se correlacioné con una prognosis pobre y una supervivencia global
reducida independientemente del tratamiento posterior (15-26). De forma similar, se descubrié que la expresion de
PD-1 en los linfocitos de infiltracion de tumores marca células T disfuncionales en cancer de mama y melanoma (27-
28) y se correlaciona con prognosis pobre en el cancer renal (29). Usando muestras de pacientes primarios, se
demostré que el bloqueo de PD-1 o PD-L1 in vitro dio como resultado la potenciacion de la activacion de células T
especificas de tumor y la produccion de citocinas (30). En consecuencia, en varios modelos de tumor singénico
murino, el bloqueo de PD-1 o bien PD-L1 inhibié significativamente el crecimiento tumoral o indujo la regresion
completa.

Se descubrié un mAb bloqueante de PD-1 (h409A11) y se desarrollé para su uso en el tratamiento de pacientes de
cancer humano y pacientes infectados con virus crénicos (descritos en la solicitud co-pendiente W0O2008/156712).

La disfuncion o tolerancia de células T especificas de antigeno se ejemplifica por la pérdida acumulada del potencial
para producir Interleucina 2 (IL-2), Factor de Necrosis Tumoral (TNF) a, perforina, interferén (IFN) y (8) y la
incapacidad de montar una respuesta proliferativa al desencadenante de receptores de células T (1). La ruta PD-1
controla la tolerancia a células T especifica de antigeno y se encontré explotarse en la infeccion virica y el desarrollo
de tumores para controlar y evadir la inmunidad eficaz de células T.

En la infeccién cronica con LCMV (raton), VIH, VHB o VHC (humano), se descubrié que las células T especificas de
antigeno expresan niveles aberrantemente altos de PD-1 que se correlacionan con su estado de anergia o
disfuncién (9). Se demostré que bloquear la interaccién PD-1 — PD-L1 in vivo (LCMV) o in vitro (VIH, VHC, VHB)
revive la actividad de células T anti-viricas (10-12). El bloqueo de PD-1 en macacos recientemente infectados con el
Virus de la Inmunodeficiencia Simia dio como resultado una fuerte reduccion de la carga virica y la supervivencia
aumentada (13). De forma similar, la reduccidon en la carga virica se confirmé en un segundo estudio usando
macacos Rhesus infectados con VIS a largo plazo (14).

Globalmente, la ruta PD-1/PD-L1 es una diana bien validada para el desarrollo de anticuerpos terapéuticos para el
tratamiento de cancer. Los anticuerpos anti-PD-1 también son Utiles para el tratamiento de infeccion virica crénica.
Las células T CD8* de memoria generadas después de una infeccion virica aguda son altamente funcionales y
constituyen un componente importante de inmunidad protectora. Por el contrario, las infecciones crénicas se



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2676205 T3

caracterizan normalmente por grados variables de deterioro funcional (agotamiento) de las respuestas de células T
especificas de virus y este defecto es una razon principal para la incapacidad del hospedador de eliminar el
patdégeno persistente. Aunque las células T efectoras funcionales se generan inicialmente durante las fases
tempranas de infeccion, gradualmente pierden la funcion durante el transcurso de una infeccién crénica. Barber et al.
(Barber et al., Nature 439: 682-687 (2006)) mostré que los ratones infectados con una cepa de laboratorio de LCMV
desarrollaron infeccidon crénica dando como resultado altos niveles de virus en la sangre y otros tejidos. Estos
ratones desarrollaron inicialmente una respuesta de células T robustas, pero finalmente sucumbieron a la infeccién
tras el agotamiento de las células T. Los autores descubrieron que la disminucién en el nimero y la funcion de las
células T efectoras en ratones crénicamente infectados podria revertirse inyectando un anticuerpo que bloquee la
interaccion entre PD-1y PD-L1.

También se ha demostrado que PD-1 se expresa altamente en células T de individuos infectados con VIH y que la
expresion del receptor se correlaciona con la funcion deteriorada de células T y el avance de la enfermedad (Day et
al., Day et al., Nature 443:350-4 (2006); Trautmann L. et al., Nat. Med. 12: 1198-202 (2006)). En ambos estudios, el
bloqueo de la ruta PD-1 usando anticuerpos contra el ligando PD-L1 aumenté significativamente la expansion de las
células productoras de IFN-gamma especificas de VIH in vitro.

Otros estudios también implican la importancia de la ruta PD-1 en el control de la infeccion virica. Los ratones PD-1
desactivados para PD-1 exhibieron mejor control de la infeccién de adenovirus que los ratones de tipo silvestre (lwai
et al.,, Exp. Med. 198:39-50 (2003)). Ademas, la transferencia adoptiva de las células T especificas de VHB en
animales transgénicos VHB iniciaron hepatitis (Isogawa M. et al., Immunity 23:53-63 (2005)). El estado de la
enfermedad de estos animales oscila como una consecuencia del reconocimiento de antigenos en el higado y la
regulacion positiva de PD-1 por las células hepaticas.

Los anticuerpos terapéuticos pueden usarse para bloquear la actividad de citocinas. Una limitacion significativa en el
uso de anticuerpos como un agente terapéutico in vivo es la inmunogenicidad de los anticuerpos. Como la mayoria
de anticuerpos monoclonales deriva de especies no humanas, su uso repetido en humanos da lugar a la generacion
de una respuesta inmune contra el anticuerpo terapéutico. Dicha respuesta inmune resulta en una pérdida de
efectividad terapéutica en un minimo y potencialmente una respuesta anafilactica fatal. En consecuencia, los
anticuerpos de inmunogenicidad reducida en humanos, tales como anticuerpos humanizados o completamente
humanos, se prefieren para el tratamiento de sujetos humanos. Los anticuerpos terapéuticos a modo de ejemplo
especificos para PD-1 humano se desvelan en la Solicitud de Patente de EE.UU. comunmente asignada con N.° de
Publicacion US2010/0266617 y en la Publicacion de Patente Internacional N.° WO2008/156712.

Los anticuerpos para su uso en sujetos humanos deben almacenarse antes de su uso y transportarse al punto de
administracion. Conseguir la reproducibilidad de un nivel deseado de anticuerpo en un sujeto requiere que el
farmaco se almacene en una formulacién que mantenga la bioactividad del farmaco. Existe la necesidad de
formulaciones estables de anticuerpos anti-PD-1 humano para su uso farmacéutico, por ejemplo, para tratar diversos
canceres y enfermedades infecciosas. Preferentemente, dichas formulaciones exhibiran una vida util larga, pero
seran estables cuando se almacenen y transporten y seran susceptibles de administracién a altas concentraciones,
por ejemplo para su uso en administracién subcutanea, asi como a bajas concentraciones, por ejemplo para
administracion intravenosa.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a formulaciones estables de anticuerpos contra el receptor de muerte programada
PD-1 humano. La presente invencion proporciona ademas formulaciones estables de anticuerpos contra el receptor
de muerte programada PD-1 humano para su uso en métodos para el tratamiento de diversos canceres e
infecciones crénicas.

En ciertas realizaciones, la invencion se refiere a una formulacion liofilizada de un anticuerpo anti-PD-1 humano, que
comprende: a) dicho anticuerpo anti-PD-1 humano; b) tampén histidina; c) polisorbato 80; y d) sacarosa.

En ciertas realizaciones, la formulacion tiene un pH entre 5,0 y 6,0 cuando se reconstituye.

En ciertas realizaciones, la formulacion liofilizada estable permite la reconstitucion del anticuerpo, a una
concentracion de entre 25 mg/ml y 100 mg/ml.

En ciertas realizaciones, el polisorbato 80 esta presente en una relacién en peso de aproximadamente el 0,02 %
(p/v).

En ciertas realizaciones, la sacarosa esta presente en una relacion en peso de aproximadamente el 7 % (p/v).
En realizaciones auin adicionales, la invencion se refiere a una formulacion farmacéutica liofilizada estable de un

anticuerpo anti-PD-1 humano, producido liofilizando una solucién acuosa que comprende: a) 25-100 mg/ml de
anticuerpo; b) 70 mg/ml de sacarosa; c) 0,2 mg/ml de polisorbato 80; y d) tampdn histidina 10 mM a pH 5,0-6,0.
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En ciertas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 humano esta presente a 25 mg/ml en la solucién acuosa. En ciertas
realizaciones, la solucién acuosa tiene un pH de 5,5.

En realizaciones aun adicionales, la invencion se refiere a una formulacion farmacéutica liofilizada estable de un
anticuerpo anti-PD-1 humano, que cuando se reconstituye comprende: a) 25-100 mg/ml de anticuerpo; b) 70 mg/mi
de sacarosa; c) 0,2 mg/ml de polisorbato 80; y d) tampdn histidina 10 mM a pH 5,0-6,0.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 humano esta presente a 25 mg/ml en la solucion reconstituida. En
ciertas realizaciones, la solucion reconstituida tiene un pH de 5,5.

En realizaciones aun adicionales, la invencion se refiere a una formulacion farmacéutica liquida estable de un
anticuerpo anti-PD-1 humano: a) 25-100 mg/ml de anticuerpo; b) 70 mg/ml de sacarosa; ¢) 0,2 mg/ml de polisorbato
80; y d) tampon histidina 10 mM a pH 5,0-6,0.

En realizaciones aun adicionales, la invencion se refiere a una formulaciéon farmacéutica estable de un anticuerpo
anti-PD-1 humano que comprende: a) dicho anticuerpo anti-PD-1 humano; b) tampdn histidina; c) polisorbato 80; y
d) sacarosa. En ciertas realizaciones, la formulacién tiene un pH entre 5,0 y 6,0 cuando se reconstituye. En ciertas
realizaciones, el polisorbato 80 esta presente en una relacion en peso de aproximadamente el 0,02 % (p/v). En
ciertas realizaciones, la sacarosa esta presente a una relacion en peso de aproximadamente el 7 % (p/v).

En realizaciones aun adicionales, la divulgacion se refiere a cualquiera de las formulaciones descritas en el presente
documento, en las que el anticuerpo, o el fragmento de union a antigeno del mismo, comprende una cadena ligera
que comprende tres secuencias CDR seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 9, 10, 11, 15, 16y 17.

En realizaciones aun adicionales, la divulgacion se refiere a cualquiera de las formulaciones descritas en el presente
documento, en las que el anticuerpo, o el fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende una cadena pesada
que comprende tres secuencias CDR seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 12, 13, 14, 18, 19y 20.

En realizaciones aun adicionales, la divulgacion se refiere a cualquiera de las formulaciones descritas en el presente
documento, en las que el anticuerpo, o el fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende: i) una cadena ligera
que comprende tres secuencias CDR de SEQ ID NO: 15, 16 y 17; y ii) una cadena pesada que comprende tres
secuencias CDR de SEQ ID NO: 18, 19y 20.

En realizaciones aun adicionales, la divulgacion se refiere a cualquiera de las formulaciones descritas en el presente
documento, en las que el anticuerpo, o el fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende un dominio variable
de cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 20 a 130 de SEQ ID NO: 32.

En realizaciones aun adicionales, la divulgacion se refiere a cualquiera de las formulaciones descritas en el presente
documento, en las que el anticuerpo, o el fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende un dominio variable
de cadena paseada que comprende la SEQ ID NO: 31.

La invencion se refiere a formulaciones descritas en el presente documento, en las que el anticuerpo comprende: i)
una cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 20 a 237 de SEQ ID NO: 36 y ii) una cadena pesada
que comprende los restos de aminoacidos 20 a 466 de SEQ ID NO: 31.

En realizaciones aun adicionales, la divulgacion se refiere a cualquiera de las formulaciones descritas en el presente
documento, en las que el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en h409A11, h409A16 y h409A17.

En realizaciones aun adicionales, la divulgacion se refiere a un método de tratamiento de infeccidn cronica en un
sujeto mamifero en necesidad del mismo que comprende: administrar una cantidad eficaz de cualquiera de las
formulaciones descritas en el presente documento.

En realizaciones aun adicionales, la divulgacion se refiere a un método de tratamiento de cancer en un sujeto
mamifero en necesidad del mismo, comprendiendo el método administrar una cantidad eficaz de cualquiera de las
formulaciones descritas en el presente documento. En ciertas realizaciones, la cantidad eficaz comprende una dosis
de anticuerpo anti-PD-1 humano seleccionado del grupo que consiste en las de 1,0, 3,0 y 10 mg/kg.

Breve descripcion de los dibujos

Las FIGURAS 1A-B muestran datos de estabilidad para formulaciones liofilizadas de h409A11 a pH 5,5
almacenado 5 °C (24 meses).

Las FIGURAS 2A-B muestran datos de estabilidad para formulaciones liofilizadas de h409A11 a pH 5,5
almacenado en condiciones 25H (25 °C, 60 % HR, 12 meses).

Las FIGURAS 3A-B muestran datos de estabilidad para formulaciones liofilizadas de h409A11 a pH 5,5
almacenado en condiciones RH4 (40 °C, 75 % HR, 6 meses).
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Las FIGURAS 4A-B muestran datos de estabilidad para formulaciones liofilizadas de h409A11 almacenado 5 °C
(24 meses).

Las FIGURAS 5A-B muestran datos de estabilidad para formulaciones liofilizadas de h409A11 a pH 5,5
almacenado en condiciones 25H (25 °C, 60 % HR, 6 meses).

Las FIGURAS 6A-B muestran datos de estabilidad para formulaciones liofilizadas de h409A11 a pH 5,5
almacenado en condiciones RH4 (40 °C, 75 % HR, 6 meses).

Las FIGURAS 7A-B muestran datos de estabilidad para formulaciones liofilizadas de h409A11 almacenado 5 °C
(24 meses).

Las FIGURAS 8A-B muestran datos de estabilidad para formulaciones liofilizadas de h409A11 en condiciones
25H (25 °C, 60 % HR, 6 meses).

Las FIGURAS 9A-B muestran datos de estabilidad para formulaciones liofilizadas de h409A11 en condiciones
RH4 (40 °C, 75 % HR, 6 meses).

Descripcion detallada de los dibujos

La presente divulgacion proporciona formulaciones de anticuerpos anti-PD-1 y los usos de los mismos para el
tratamiento de diversos canceres y enfermedades infecciosas.

El anticuerpo anti-PD-1 h409A11 es un anticuerpo a modo de ejemplo en las formulaciones estables descritas en el
presente documento. Se describen tres anticuerpos monoclonales anti-PD-1 humanizados (es decir, h409A11,
h409A16 y h409A17) adecuados para las presentes formulaciones en la publicacién de patente co-pendiente
W02008/156712. Adicionalmente, las formulaciones descritas en el presente documento son utiles para tratar
ciertos canceres asi como infecciones cronicas. La Tabla 2 proporciona una lista de las secuencias CDR
correspondientes para h409A11. La Tabla 6 proporciona una lista de secuencias de anticuerpos anti-PD-1 a modo
de ejemplo.

De acuerdo con la presente invencion pueden emplearse técnicas convencionales de biologia molecular,
microbiologia, expresion y purificacion de proteinas, anticuerpos y ADN recombinante dentro de la habilidad de la
materia. Dichas técnicas se explican completamente en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Sambrook et al. (2001)
Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 3% ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor, New
York; Ausubel et al. eds. (2005) Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley and Sons, Inc.: Hoboken, NJ;
Bonifacino et al. eds. (2005) Current Protocols in Cell Biology. John Wiley and Sons, Inc.: Hoboken, NJ; Coligan et
al. eds. (2005) Current Protocols in Immunology, John Wiley and Sons, Inc.: Hoboken, NJ; 15 Coico et al. eds.
(2005) Current Protocols in Microbiology, John Wiley and Sons, Inc.: Hoboken, NJ; Coligan et al. eds. (2005) Current
Protocols in Protein Science, John Wiley and Sons, Inc.: Hoboken, NJ; and Enna et al. eds. (2005) Current Protocols
in Pharmacology, John Wiley and Sons, Inc.: Hoboken, NJ.; Nucleic Acid Hybridization, Hames & Higgins eds.
(1985); Transcription And Translation, Hames & Higgins, eds. (1984); Animal Cell Culture Freshney, 20 ed. (1986);
Immobilized Cells And Enzymes, IRL Press (1986); Perbal, A Practical Guide To Molecular Cloning (1984); y Harlow
y Lafie. Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press: 1988).

I. Definiciones

Como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo” se refiere a cualquier forma de anticuerpo que
exhiba la actividad biolégica deseada. De esta manera, se usa en el sentido mas amplio y abarca especificamente
anticuerpos monoclonales (incluyendo anticuerpos monoclonales de longitud completa), anticuerpos policlonales,
anticuerpos multiespecificos (por ejemplo anticuerpos biespecificos), anticuerpos quiméricos, anticuerpos
humanizados, anticuerpos completamente humanos, etc., siempre que exhiban la actividad biol6gica deseada.

Adyuvante

Como se usa en el presente documento, el término “adyuvante” se refiere a un compuesto o mezcla que potencia la
respuesta inmune a un antigeno. Un adyuvante puede servir como un deposito tisular que libera lentamente el
antigeno y también como un activador del sistema linfoide que potencia no especificamente la respuesta inmune
(Hood et al., Immunology, Segunda Ed., 1984, Benjamin/Cummings: Menlo Park, California, p. 384). A menudo, un
desafio primario con un antigeno solo, en ausencia de un adyuvante, fallara provocando una respuesta inmune
humoral o celular. Los adyuvantes incluyen, pero no se limitan a, adyuvante de Freund completo, adyuvante de
Freund incompleto, saponina, geles minerales tales como hidréxido de aluminio, sustancias tensioactivas tales como
lisolecitina, polioles plurdnicos, polianiones, péptidos, emulsiones de aceite o de hidrocarburos, hemocianina de lapa
californiana y adyuvantes humanos potencialmente utiles tales como N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-
MDP), N-acetil-nor-muramil-L-alanil-D-isoglutamina, N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanin-2-(1-2’-
dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina, BCG (bacilo de Calmette y Guérin) y Corynebacterium parvum.
Preferentemente, el adyuvante es farmacéuticamente aceptable.

Citocina

El término “citocina” es un término genérico para proteinas liberadas por una poblacién celular que actia sobre ofra
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célula como mediadores intercelulares. Los ejemplos de dichas citocinas son linfocinas, monocinas, quimiocinas y
hormonas polipeptidicas tradicionales. Las citocinas a modo de ejemplo incluyen: IL-2 humanas, IFN-y, IL-6, TNFaq,
IL-17 e IL-5.

Agente citotéxico

La frase “agente citotoxico” como se usa en el presente documento se refiere a una sustancia que inhibe o previene
la funcion de las células y/o provoca la destruccion de las células. El término pretende incluir is6topos radiactivos
(por ejemplo, 131, 1125, Y20 y Re'86) agentes quimioterapéuticos y toxinas tales como toxinas enzimaticamente
activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, o fragmentos de los mismos.

Usos terapéuticos y métodos

Los agentes bloqueantes de PD-1 incluyen aquellos que se unen especificamente a PD-1 humano, pueden usarse
para aumentar, potenciar, estimular o regular positivamente una respuesta inmune. Los sujetos deseables incluyen
pacientes humanos en necesidad de potenciacién de una respuesta inmune incluyendo pacientes con cancer y/o
una infeccion virica cronica.

Cancer

Los términos “cancer”, “canceroso” o “maligno” se refieren a o describen la afeccion fisiolégica en mamiferos que se
caracteriza normalmente por crecimiento celular sin regular. Los ejemplos de céncer incluyen pero no se limitan a,
carcinoma, linfoma, leucemia, blastoma y sarcoma. Los ejemplos mas particulares de dichos canceres incluyen
carcinoma de células escamosas, mieloma, cancer de pulmoén de células microciticas, cancer de pulmén de células
no microciticas, glioma, linfoma de Hodgkin, linfoma no hodgkiniano, cancer (del tracto) gastrointestinal, cancer
renal, cancer de ovarios, cancer de higado, leucemia linfoblastica, leucemia linfocitica, cancer colorrectal, cancer de
endometrio, cancer renal, cancer de prostata, cancer de tiroides, melanoma, condrosarcoma, neuroblastoma, cancer
pancreatico, glioblastoma multiforme, cancer cervical, cancer cerebral, cancer de estdmago, cancer de vejiga,
hepatoma, cancer de mama, carcinoma de colon y cancer de cabeza y cuello.

Los agentes bloqueantes de PD-1 incluyen aquellos usados para tratar cancer (es decir, para inhibir el crecimiento o
la supervivencia de células tumorales). Los canceres preferidos cuyo crecimiento puede inhibirse usando
anticuerpos anti-PD-1 tales como el anticuerpo h409A11 anti-PD-1 humanizado e incluyen canceres que
normalmente responden a la inmunoterapia, pero también canceres que no se han asociado hasta ahora con la
inmunoterapia. Los ejemplos no limitantes de canceres preferidos para el tratamiento incluyen melanoma (por
ejemplo, melanoma maligno metastasico), cancer renal (por ejemplo carcinoma de células claras), cancer de
prostata (por ejemplo adenocarcinoma de prdéstata refractario hormonal), adenocarcinoma pancreatico, cancer de
mama, cancer de colon, cancer de pulmoén (por ejemplo cancer pulmonar de células no microciticas), cancer
esofagico, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, cancer hepatico, cancer de ovarios, cancer cervical,
cancer de tiroides, glioblastoma, glioma, leucemia, linfoma y otras neoplasias malignas. Las neoplasias malignas
que demuestran liberacién de la enfermedad mejorada y supervivencia global en relacién a la presencia de linfocitos
infiltrantes de tumor en la biopsia o el material quirdrgico, por ejemplo, melanoma, cancer colorrectal, hepatico, renal,
de estdbmago/esofagico, de mama, de pancreas y de ovarios se abarcan en los métodos y tratamientos descritos en
el presente documento. Se sabe que dichos subtipos de cancer son susceptibles al control inmune por los linfocitos
T. Adicionalmente se incluyen neoplasias malignas refractarias o recurrentes cuyo crecimiento puede inhibirse
usando los anticuerpos descritos en el presente documento. Los canceres particularmente preferidos incluyen
aquellos caracterizados por la expresion elevada de PD-1 y/o sus ligandos PD-L1 y/o PD-L2 en muestras de tejido
ensayadas, incluyendo: canceres de ovarios, renales, colorrectales, pancreaticos, de mama, hepaticos, gastricos,
esofagicos y melanoma. Los canceres adicionales que pueden beneficiarse del tratamiento con anticuerpos anti-PD-
1 tales como el anticuerpo h409A11 anti-PD-1 humanizado incluyen aquellos asociados a infecciones persistentes
con virus tales como los virus de la inmunodeficiencia humana, los virus de la hepatitis clase A, B y C, el virus de
Epstein Barr, los virus del papiloma humano que se sabe que estan causalmente relacionados por ejemplo con el
sarcoma de Kaposi, el cancer hepatico, el cancer nasofaringeo, el linfoma y los canceres cervical, vulval, anal, de
pene y oral.

Agente quimioterapéutico

Un “agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico util en el tratamiento de cancer. Los anticuerpos anti-PD-1
pueden usarse con uno cualquiera o mas agentes quimioterapéuticos adecuados. Los ejemplos de dichos agentes
quimioterapéuticos incluyen agentes alquilantes tales como tiotepa y ciclofosfamida; sulfonatos de alquilo tales como
busulfan, improsulfan y piposulfan; arizidinas tales como benzodopa, carbocuona, meturedopa y uredopa;
etileniminas y metilamelaminas incluyendo altretamina, trietilienmelamina, trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida
y trimetilolomelamina; acetogeninas (especialmente bulatacina y bulatacinona); una camptotecina (incluyendo el
andlogo sintético topotecan); briostatina; calistatina; CC-1065 (incluyendo sus andlogos sintéticos adozelesina,
carzelesina y bizelesina); criptoficinas (particularmente criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina
(incluyendo los analogos sintétcos KW-2189 y CBI-TMI); eleuterobina; pancratistatina, una sarcodictina;
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espongistatina, mostazas de nitrogeno tales como clorambucilo, clornafazina, colofosfamida, estramustina,
ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de o6xido de mecloretamina, melfalan, novembiquina, fenestrina,
prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosureas tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina,
lomustina, nimustina, ranimustina; antibidticos tales como los antibiéticos de enediina (por ejemplo calicheamicina,
especialmente galicheamicina gamma Il y calicheamicina phill, véase, por ejemplo, Agnew, Chem. Intl. Ed. Engl.,
33:183- 186 (1994); dinemicina, incluyendo dinemicina A; bisfosfonatos, tales como clodronato; una esperamicina;
asi como el cromoforo de neocarzinostatina y los cromoéforos antibidticos de la cromoproteina enediina),
aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, caminomicina,
carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorubicina, detorubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorubicina
(incluyendo morfolino-doxorrubicina, cianomorfolino-doxorrubicina, 2-pirrolino-doxorrubicina y desoxidoxorrubicna),
epirubicina, esorubicina, diarubicina, marcelomicina, mitomicinas tales como mitomicina C, acido micofendlico,
nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina, estreptonigrina,
estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorubicina; anti-metabolitos tales como metotrexato y 5-
fluorouracilo (5-FU); analogos del acido félico tales como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato;
analogos de purina tales como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina tales
como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiyuridina, doxifluridina, enocitabina,
floxuridina; andrégenos tales como calusterona, propionato de dromoestanolona, epitioestanol, mepitioestano,
testolactona; anti-adrenales tales como aminoglutetimida, mitotano, triloestano; rellenador del acido félico tales como
acido frolinico; aceglatona; glucésido de aldofosfamida; acido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo;
bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina; diaziquinona; elfornitina; acetato de eliptinio; una epotilona;
etoglucido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano; lonidamina; maitansinoides tales como maitansina y
ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidamol; nitracrina; pentostatina; fenamet; pirarrubicina; losoxantrona;
acido podofilinico; 2-etilhidrazida; procarbazina; razoxano; rizoxina; sizofurano; espirogermanio; acido tenuazoénico;
triazicuona; 2,2’,2”-triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente toxina T-2, verracurina A, roridina A y anguidina);
uretano; vindesina; dacarbazina; mannomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromano; gacitosina; arabinésido (“Ara-
C”); ciclofosfamida; tiotepa; taxoides, por ejemplo paclitaxel y doxetaxel; clorambucilo; gemcitabina; 6-tioguanina;
mercaptopurina; metoterexato; andlogos de platino tales como cisplatina y carboplatina; vinblastina; platino;
etopdsido (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona; vincristina; vinorelbina; novantrona; teniposido; edatrexato;
daunomicina; aminopterina; xeloda; ibandronato; CPT-11; inhibidor de Ila topoisomerasa RFS 2000;
difluorometilornitina (DMFO); retinoides tales como acido retinoico; capecitabina; y sales, acidos o derivados
farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores. También se incluyen agentes anti-hormonales que
actuan regulando o inhibiendo la accidon hormonal sobre los tumores tales como antiestrégenos y los moduladores
selectivos del receptor de estrégeno (SERM), incluyendo, por ejemplo, tamoxifeno, raloxifeno, droloxifeno, 4-
hidroxitamoxifeno, trioxifeno, ceoxifeno, LY117018, onapristona y toremifeno (Fareston); inhibidores de la aromatasa
que inhiben la enzima aromatasa, que regula la produccion de estrégeno en las glandulas adrenales, tales como, por
ejemplo, 4(5)-imidazoles, aminoglutetimida, acetato de megestrol, exemestano, formestano, fadrozol, vorozol,
letrozol y anastrozol; y anti-andrégenos tales como flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolida y goserelina; y
sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.

Agente inhibidor del crecimiento

Un “agente inhibidor del crecimiento” cuando se usa se refiere a un compuesto o una composicién que inhibe el
crecimiento de una célula, especialmente una célula cancerigena que sobreexpresa cualquier de los genes
identificados en el presente documento, bien in vitro o in vivo. De esta manera, el agente inhibidor del crecimiento es
uno que reduce significativamente el porcentaje de células que sobreexpresan dichos genes en la fase S. Los
ejemplos de agentes inhibitorios del crecimiento incluyen agentes que bloquean el avance del ciclo celular (en un
lugar distinto de la fase S), tales como agentes que inducen la detencidon de G1 y la detencion de la fase M. Los
blogueantes de la fase M clasicos incluyen las vincas (vincristina y vinblastina), taxanos e inhibidores topo Il tales
como doxorrubicina, epirrubicina, daunorrubicina y etopdsido. Aquellos agentes que detienen G1 también desbordan
la detenciéon de la fase S, por ejemplo, agentes alquilantes de ADN tales como dacarbazina, mecloretamina y
cisplatina. La informacion adicional puede encontrarse en The Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn e Israel, eds.,
Capitulo 1, titulado “Cell eyele regulation, oncogens, and antineoplastic drugs” por Murakami et al. (WB Saunders:
Filadelfia, 1995).

Anticuerpos o fragmentos de anticuerpo en combinacion con agentes adicionales

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo anti-PD-1 pueden usarse solos o en combinacién con: otros agentes
antineoplasicos o agentes inmunogénicos (por ejemplo, células cancerosas atenuadas, antigenos tumorales
(incluyendo proteinas recombinantes, péptidos y moléculas de carbohidratos), células presentadoras de antigenos
tales como células dendriticas pulsadas con antigenos derivados de tumor o &cidos nucleicos, citocinas
inmunoestimulantes (por ejemplo, IL-2, IFNa2, GM-CSF) y células transfectadas con genes que codifican citocinas
inmunoestimulantes tales como pero no limitado a GM-CSF); tratamientos convencionales del cancer (por ejemplo,
quimioterapia, radioterapia o cirugia); u otros anticuerpos (incluyendo pero no limitado a anticuerpos para VEGF,
EGFR, Her2/neu, receptores de VEGF, otros receptores de factor de crecimiento, CD20, CD40, CD-40L, CTLA-4,
0X-40, 4-1BB e ICOS).
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Enfermedades infecciosas

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos anti-PD-1 antagonistas pueden usarse también para prevenir o tratar
infecciones y enfermedades infecciosas. Estos agentes pueden usarse solos o en combinaciéon con vacunas, para
estimular la respuesta inmune a patégenos, toxinas y auto-antigenos. Los anticuerpos o el fragmento de unién a
antigeno de los mismos pueden usarse para estimular respuestas inmunes a las infecciones viricas en humanos,
incluyendo pero no limitado a: virus de la inmunodeficiencia humana, virus de la hepatitis clase A, B y C, virus de
Epstein Barr, citomegalovirus humano, virus del papiloma humano y virus del herpes. Los anticuerpos o fragmentos
de anticuerpos anti-PD-1 antagonistas pueden usarse para estimular la respuesta inmune a la infeccion con
parasitos bacterianos o fungicos y otros patégenos. Las infecciones viricas con hepatitis By C y VIH se consideran
entre estas ser infecciones viricas cronicas.

Como se usa en el presente documento, las frases “fragmento de union a antigeno PD-1", “fragmento de unién a
antigeno del mismo”, “fragmento de unién del mismo” o “fragmento del mismo” abarcan un fragmento o un derivado
de un anticuerpo que retiene aun sustancialmente su actividad biolégica de unién a antigeno (PD-1 humano) e
inhibe su actividad (por ejemplo, bloqueando la union de PD-1 a PDL1 y PDL2). Por lo tanto, la frase “fragmento de
anticuerpo” o fragmento de unién a PD-1 se refiere a una porcién de un anticuerpo de longitud completa,
generalmente la region de unién a antigeno o la variable del mismo. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo
incluyen fragmentos Fab, Fab’, F(ab’), y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo de cadena
Unica, por ejemplo sc-Fv; y anticuerpos multiespecificos formados por fragmentos de anticuerpos. normalmente, un
fragmento de union o derivado retiene al menos el 10 % de su actividad inhibitoria de PD-1. Preferentemente, un
fragmento de unién o derivado retiene al menos el 25 %, el 50 %, el 60 %, el 70 %, el 80 %, el 90 %, el 95 %, el 99
% o el 100 % (o mas) de su actividad inhibitoria de PD-°, aunque sera util cualquier fragmento de unién con afinidad
suficiente para ejercer el efecto biolégico deseado. También se pretende que el fragmento de unién a PD-1 pueda
incluir variantes que tengan sustituciones de aminoacidos conservativas que no alteren sustancialmente su actividad
biolégica.

Un “dominio de anticuerpo” es un fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional que contiene
solamente la regién variable de una cadena pesada o la region variable de una cadena ligera. En algunos casos, dos
0 mas regiones Vy se unen covalentemente a un conector peptidico para crear un dominio de anticuerpo bivalente.
Las dos regiones V4 de un dominio bivalente de anticuerpo pueden dirigirse al mismo o diferentes antigenos.

Un “anticuerpo bivalente” comprende dos sitios de union a antigenos. En algunos casos, los dos sitios de unién
tienen las mismas especificidades de antigeno. Sin embargo, los anticuerpos bivalentes pueden ser biespecificos.
Como se usa en el presente documento, la frase “anticuerpo biespecifico” se refiere a un anticuerpo, normalmente
un anticuerpo monoclonal, que tiene especificidades de unién por al menos dos epitopos antigénicos diferentes. En
una realizacién, los epitopos son del mismo antigeno. En otra realizacion, los epitopos son de dos antigenos
diferentes. Los métodos para fabricar anticuerpos biespecificos se conocen en la técnica. Por ejemplo, los
anticuerpos biespecificos pueden producirse recombinantemente usando la co-expresion de dos pares de cadena
pesada/cadena ligera de inmunoglobulina. Véase, por ejemplo, Milstein et al. (1983) Nature 305: 537- 39.
Alternativamente, los anticuerpos biespecificos pueden prepararse usando unién quimica. Véase, por ejemplo,
Brennan et al. (1985) Science 229:81. Los anticuerpos biespecificos incluyen fragmentos de anticuerpos
biespecificos. Véase, por ejemplo Holliger et al. (1993) Proc. Nati. Acad. Sci. U.S.A. 90:6444-48, Gruber et al. (1994)
J. Immunol. 152:5368.

Como se usa en el presente documento, la frase anticuerpo “Fv de cadena unica” o “scFv” se refiere a fragmentos
de anticuerpo que comprenden los dominios V4 y Vi de anticuerpo, en los que estos dominios estan presentes en
una cadena de polipéptido Unica. Generalmente, el polipéptido Fv comprende ademas un conector polipeptidico
entre los dominios Vy y Vi que permite que el sFv forme la estructura deseada para la unién de antigeno. Para una
revision de sFv, véase Pluckthun (1994) THE PHARMACOLOGY OF MONOCLONAL 25 ANTIBODIES, vol. 113,
Rosenburg and Moore eds. Springer-Verlag, Nueva York, pp. 269-315.

Los anticuerpos monoclonales en el presente documento también incluyen dominios de anticuerpo unicos
camelizados. Véase, por ejemplo, Muyldermans et al. (2001) Trends Biochem. Sci. 26:230; Reichmann et al. (1999)
J. Immunol. Methods 231:25; documento WO 94/04678; documento WO 94/25591; Pat. de EE.UU. N.° 6.005.079).
También se incluyen los dominios de anticuerpos Unicos que comprenden dos dominios V4 con modificaciones de tal
manera que se formen dominios de anticuerpo Unicos.

Como se usa en el presente documento, el término “diacuerpos” se refiere a pequefios fragmentos de anticuerpo
con dos sitios de unién a antigeno, cuyos fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (Vh)
conectado a un dominio variable de cadena ligera (VL) en la misma cadena de polipéptido (Vu-VL 0 Vi -VH). Usando
un conector que sea demasiado corto para permitir el apareamiento entre los dos dominios en la misma cadena, los
dominios se fuerzan a aparearse con los dominios complementarios de otra cadena y crear dos sitios de union a
antigeno. Los diacuerpos se describen mas completamente, por ejemplo, en el documento EP 404.097; el
documento WO 93/11161; y Holliger et al. (1993) Proc. Nati. Acad. Sci. EE.UU. 90: 6444-6448. Para una revision de
variantes de anticuerpo disefiadas por ingenieria genética véase generalmente Holliger y Hudson (2005) Nat.
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Biotechnol. 23:1126-1136.

Como se usa en el presente documento, la frase “anticuerpo humanizado” se refiere a formas de anticuerpos que
contienen secuencias de anticuerpos no humanos (por ejemplo murinos) asi como anticuerpos humanos. Dichos
anticuerpos contienen minima secuencia derivada de inmunoglobulina no humana. En general, el anticuerpo
humanizado comprendera sustancialmente todos de al menos uno y normalmente dos, dominios variables, en los
que todos o sustancialmente todos de los bucles hipervariables corresponden a aquellos de una inmunoglobulina no
humana y todas o sustancialmente todas de las regiones FR son aquellas de una secuencia de inmunoglobulina
humana. El anticuerpo humanizado comprendera también opcionalmente al menos una porcidon de una region
constante de inmunoglobulina (Fc), normalmente aquella de una inmunoglobulina humana. Las formas humanizadas
de anticuerpos de roedores comprenderan generalmente las mismas secuencias CDR de los anticuerpos de roedor
parentales, aunque pueden incluirse ciertas sustituciones de aminoacidos para aumentar la afinidad, aumentar la
estabilidad del anticuerpo humanizado o por otras razones.

Los anticuerpos de la presente divulgacion también incluyen anticuerpos con regiones Fc modificadas (o
bloqueadas) para proporcionar funciones efectoras alteradas. Véase, por ejemplo, Pat. de EE.UU. N.° 5.624.821;
documento W02003/086310; documento W02005/120571; documento W02006/0057702; Presta (2006) Adv. Drug
Delivery Rev. 58:640-656. Dicha modificacién puede usarse para potenciar o suprimir diversas reacciones del
sistema inmune, con posibles efectos beneficiosos en el diagnostico y la terapia. Las alteraciones de la regién Fc
incluyen cambios de aminoacidos (sustituciones, deleciones e inserciones), glucosilacion o desglucosilacion y afadir
multiples Fc. Los cambios a los Fc también pueden alterar la vida media de los anticuerpos en los anticuerpos
terapéuticos, y una vida media mas larga resultaria en una dosificacion menos frecuente, con la conveniencia
concomitante aumentada y el uso disminuido de material. Véase Presta (2005) J. Allergy Clin. Immunol. 116:731 en
734-35.

La frase “anticuerpo completamente humano” se refiere a un anticuerpo que comprende solamente secuencias de
proteina inmunoglobulina humana. Un anticuerpo completamente humano puede contener cadenas de carbohidrato
murinas si se produce en un ratén, en una célula de ratén o en un hibridoma derivado de una célula de ratén. De
forma similar, “anticuerpo de ratén” se refiere a un anticuerpo que comprende solamente secuencias de
inmunoglobulina. Un anticuerpo completamente humano puede generarse en un ser humano, en un animal
transgénico que tiene secuencias de la linea germinal de inmunoglobulina humana, por visualizacién de fagos u
otros métodos de biologia molecular.

Como se usa en el presente documento, la frase “region hipervariable” se refiere a los restos de aminoacido de un
anticuerpo que son responsables de la unién a antigeno. La regién hipervariable comprende restos de aminoacidos
de una “regidon determinante de complementariedad” o “CDR” (por ejemplo, los restos 24-34 (CDRL1), 50-56
(CDRL2) y 89-97 (CDRL3) en el dominio variable de cadena ligera y los restos 31-35 (CDRH1), 50-65 (CDRH2) y
95-102 (CDRH3) en el dominio variable de cadena pesada (Kabat et al (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md.) y/o aquellos restos
de un “bucle hipervariable” (es decir, los restos 26-32 (L1), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) en el dominio variable de cadena
ligera 'y 26-32 (HI), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) en el dominio variable de cadena pesada (Chothia y Lesk (1987) J. Mol.
Biol. 196: 901-917). Como se usa en el presente documento, la frase “region marco” o los restos “FR” se refiere a
aquellos restos de dominio variable distintos de los restos de la region hipervariable definidos en el presente
documento como restos CDR. La numeracion de restos anterior se refiere al sistema de numeracion de Kabat y no
corresponde necesariamente en detalle a la numeracion de secuencia del Listado de Secuencias que acompana.

“Variantes modificadas conservativamente” o “sustitucion conservativa” se refieren a sustituciones de aminoacidos
que se conocen por aquellos expertos en la materia y pueden realizarse generalmente sin alterar la actividad
biolégica de la molécula resultante, incluso en regiones esenciales del polipéptido. Dichas sustituciones a modo de
ejemplo se realizan preferentemente de acuerdo con aquellas expuestas en la Tabla 1 como sigue:

Tabla 1
Sustituciones conservativas de aminoacidos a modo de ejemplo
Resto original Sustitucion conservativa

Ala (A) Gly; Ser
Arg (R) Lys, His
Asn (N) GlIn; His
Asp (D) Glu; Asn
Cys (C) Ser; Ala

GIn(Q) Asn

Glu (E) Asp; GIn

Gly (G) Ala

His (H) Asn; GIn

He (1) Leu; Val
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Leu (L) lie; Val
Lys (K) Arg; His
Met (M) Leu; lie; Tyr
Phe (F) Tyr; Met; Leu
Pro (P) Ala
Ser(S) Thr

Thr (T) Ser

Trp (W) Tyr; Phe
Tyr(Y) Trp; Phe
Val (V) lie; Leu

Ademas, aquellos expertos en la materia reconoceran que, en general, las sustituciones de aminoacidos unicos en
regiones no esenciales de un polipéptido no alteran sustancialmente la actividad bioldgica. Véase, por ejemplo,
Watson et al. (1987) Molecular Biology of the Gene, The Benjamin/Cummings Pub. Co., p. 224 (4a Edicién).

La frase “consiste esencialmente en”, o variaciones tales como “consisten esencialmente en” o “que consiste
esencialmente en”, como se usa a lo largo de toda la memoria descriptiva y las reivindicaciones, indica la inclusion
de cualquier elemento o grupo de elementos recitados y la inclusidon opcional de otros elementos, de naturaleza
similar o diferente a la de los elementos recitados, que no cambian materialmente las propiedades basicas o
novedosas del régimen de dosificacion, el método o la composicién especificados. Como un ejemplo no limitante, un
compuesto de unidn que consiste esencialmente en una secuencia de aminoacidos recitada puede incluir también
uno 0 mas aminoacidos, incluyendo sustituciones de uno o mas restos de aminoacidos, que no afectan
materialmente a las propiedades del compuesto de union.

“Afeccion inmune” o “trastorno inmune” abarca, por ejemplo, inflamacién patolégica, un trastorno inflamatorio y un
trastorno o una enfermedad autoinmunes. “Afeccion inmune” también se refiere a infecciones, infecciones
persistentes y afecciones proliferativas, tales como cancer, tumores y angiogénesis, incluyendo infecciones, tumores
y canceres que resisten la erradicacion por el sistema inmune. “Afeccion cancerosa” incluye, por ejemplo, cancer,
células cancerosas, tumores, angiogénesis y afecciones precancerosas tales como displasia.

El anticuerpo, o la composicion de unién derivada del sitio de unién a antigeno de un anticuerpo, de la formulacion o
el método contemplados se une a su antigeno con una afinidad que es al menos dos veces mayor, preferentemente
al menos diez veces mayor, mas preferentemente al menos 20 veces mayor y lo mas preferentemente 100 veces
mayor que la afinidad con los antigenos no relacionados. En una realizacion preferida el anticuerpo tendra una
afinidad que es mayor de aproximadamente 10° litros/mol, como se determina, por ejemplo, por andlisis Scatchard.
Munsen et al. (1980) Analyt. Biochem. 107:220-239.

Definiciones de composiciones farmacéuticas

La frase “agentes de volumen” comprende agentes que proporcionan la estructura del producto seco por
congelacion. Los ejemplos comunes usados para agentes de volumen incluyen manitol, glicina, lactosa y sacarosa.
Ademas de proporcionar una torta farmacéuticamente elegante, los agentes de volumen pueden impartir también
cualidades Uutiles con respecto a modificar la temperatura de colapso, proporcionar proteccion a congelacion-
descongelacion y potenciar la estabilidad de la proteina durante el almacenamiento a largo plazo. Estos agentes
pueden servir también como modificadores de la tonicidad.

El término “tampdn” abarca aquellos agentes que mantienen el pH de la solucién en un intervalo aceptable antes de
la liofilizacion y pueden incluir succinato (sodico o potasico), histidina, fosfato (sédico o potasico), Tris (tris
(hidroxietil) aminometano), dietanolamina, citrato (sodico) y similares. El tampdn de esta divulgacion tiene un pH en
un intervalo de aproximadamente 5,0 a aproximadamente 6,0; y preferentemente tiene un pH de aproximadamente
5,5. Los ejemplos de tampones que controlaran el pH en este intervalo incluyen succinato (tales como succinato
sddico), gluconato, histidina, citrato y otros tampones de acido organico. Al llegar a la formulacion a modo de
ejemplo, se exploraron los tampones histidina, acetato y citrato en el intervalo de pH de 5,0-6,0 para su
adecuabilidad. Los sistemas tampdn de histidina y acetato se comportaron mejor que el sistema citrato. El tampdn
histidina es un sistema tampon preferido, porque los sistemas de tampdn acetato no son compatibles con el proceso
de liofilizacion.

El término “crioprotectores” incluye generalmente agentes que proporcionan estabilidad a la proteina contra estreses
inducidos por congelacion, presumiblemente excluyéndose de forma preferencial de la superficie proteica. También
pueden ofrecer proteccion durante el secado primario y secundario y el almacenamiento del producto a largo plazo.
Los ejemplos son polimeros tales como dextrano y polietilenglicol; aziicares tales como sacarosa, glucosa, trehalosa
y lactosa; tensioactivos tales como polisorbatos; y aminoacidos tales como glicina, arginina y serina.

Los términos “liofilizacion”, “liofilizado” y “secado por congelaciéon” se refieren a un proceso por el que el material a
secarse se congela en primer lugar y después el hielo o el disolvente congelado se retira por sublimacion en un
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ambiente al vacio. Puede incluirse un excipiente en formulaciones pre-liofilizadas para potenciar la estabilidad del
producto liofilizado tras el almacenamiento.

El término “lioprotector” incluye agentes que proporcionan estabilidad a la proteina durante el proceso de secado o
“deshidratacion” (ciclos de secado primario y secundario), presumiblemente proporcionando una matriz vitrea amorfa
y uniendo con la proteina a través de unién de hidrégeno, reemplazando las moléculas de agua que se retiran
durante el proceso de secado. Esto ayuda a mantener la conformacién de la proteina, a minimizar la degradacion
proteica durante el ciclo de liofilizacion y a mejorar la estabilidad del producto a largo plazo. Los ejemplos incluyen
polioles o azucares tales como sacarosa y trehalosa.

La frase “formulacion farmacéutica se refiere a preparaciones que estan en dicha forma para permitir que los
principios activos sean eficaces y que no contiene componentes adicionales que sean toxicos a los sujetos a los que
la formulacién se administraria.

Los excipientes “farmacéuticamente aceptables” (vehiculos, aditivos) son aquellos que pueden administrarse
razonablemente a un sujeto mamifero para proporcionar una dosis eficaz del principio activo empleado.

“Tiempo de reconstitucion” es el tiempo que se requiere para rehidratar una formulacion liofilizada con una solucién
a una solucion clarificada sin particulas.

Una formulacién “estable” es una en la que la proteina en la misma retiene esencialmente su estabilidad fisica y/o
estabilidad quimica y/o actividad biolégica tras el almacenamiento. Diversas técnicas analiticas para medir la
estabilidad proteica estan disponibles en la técnica y se revisan en Peptide and Protein Drug Delivery, 247-301,
Vincent Lee Ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., Pubs. (1991) y Jones, A. Adv. Drug Delivery Rev. 10:29-90
(1993). La estabilidad puede medirse a una temperatura seleccionada durante un periodo de tiempo seleccionado.

Una formulacion de anticuerpo liofilizada “estable” es una formulacion de anticuerpo sin cambios significativos
observados a una temperatura refrigerada (2-8 °C) durante al menos 12 meses, preferentemente 2 afios y mas
preferentemente 3 afios; o a una temperatura ambiente (23-27 °C) durante al menos 3 meses, preferentemente 6
meses y mas preferentemente 1 afio. Los criterios tipicos aceptables para estabilidad son como sigue. No mas del
10 %, preferentemente el 5 %, de monémero de anticuerpo se degrada segun se mide por SEC-HPLC. La solucién
rehidratada es normalmente incolora o transparente a claramente opalescente por analisis visual. La concentracion,
el pH y la osmolalidad de la formulacion no tienen mas de un 10"~ % de cambio. La potencia estd normalmente
dentro de un intervalo del 50-150 % de la referencia. No se observa mas de un 10 %, preferentemente un 5 % de
recorte. No se forma mas de un 10 %, preferentemente un 5 % de agregacion.

Una formulacion de anticuerpo farmacéutica “estable” (incluyendo una formulacion liofilizada, un liquido
reconstituido, asi como una formulacion liquida que es una formulacion “final” (es decir, no se ha liofilizado
previamente) es una formulacién de anticuerpo farmacéutica sin cambios significativos observados a una
temperatura refrigerada (2-8 °C) durante al menos 3 meses, preferentemente 6 meses y mas preferentemente 1 afio
e incluso mas preferentemente hasta a lo largo de 2 afios. Adicionalmente, una formulacion liquida “estable” incluye
una que exhibe caracteristicas deseadas a temperaturas que incluyen a 25 °C y 40 °C durante periodos que incluyen
1 mes, 3 meses, 6 meses, 12 meses y/o 24 meses. Los criterios tipicos aceptables para la estabilidad son como
sigue. normalmente, no se degrada mas de aproximadamente el 10 %, preferentemente el 5 % del monémero de
anticuerpo como se mide por SEC-HPLC. La formulacion de anticuerpo farmacéutica es incolora, o transparente a
claramente opalescente por andlisis visual. La concentracion, el pH y la osmolalidad de la formulacién no tienen mas
de un 10" % de cambio. La potencia estd normalmente dentro de un intervalo del 50-150 de la referencia.
normalmente no se observa mas de un 10 %, preferentemente un 5 % de recorte. No se forma mas de un 10 %,
preferentemente un 5 % de agregacion.

Un anticuerpo “retiene su estabilidad fisica” en una formulaciéon farmacéutica si no muestra aumento significativo de
agregacion, precipitacion y/o desnaturalizacion tras el examen visual del color y/o la claridad o como se mide por
dispersion de luz UV, cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) y dispersion de luz dinamica. Los cambios de la
conformaciéon de proteinas pueden evaluarse por espectroscopia de fluorescencia, que determina la estructura
terciaria de la proteina y por espectroscopia FTIR, que determina la estructura secundaria de la proteina.

Un anticuerpo “retiene su estabilidad quimica” en una formulacion farmacéutica si no muestra alteracion quimica
significativa. La estabilidad quimica puede evaluarse detectando y cuantificando formas quimicamente alteradas de
la proteina. Los procesos de degradacion que normalmente alteran la estructura quimica de la proteina incluyen
hidrolisis o corte (evaluados por métodos tales como cromatografia de exclusion por tamafio y SDS-PAGE),
oxidacion (evaluada por métodos tales como mapeo peptidico junto con espectroscopia de masas o
MALDI/TOF/MS), desamidacidon (evaluada por métodos tales como cromatografia de intercambio ionico,
isoelectroenfoque capilar, mapeo peptidico, mediciéon de acido isoaspartico) e isomerizacion (evaluado midiendo el
contenido de acido isoaspartico, mapeo peptidico, etc.).

Un anticuerpo ‘retiene su actividad biologica” en una formulacion farmacéutica, si la actividad biolégica del
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anticuerpo en un tiempo dado esta dentro de un intervalo predeterminado de la actividad biolégica exhibida en el
momento en que se prepard la formulacion farmacéutica. La actividad biolégica de un anticuerpo puede
determinarse, por ejemplo, por ensayo de unién a antigenos.

El término “isotonico” significa que la formulacion de interés tiene esencialmente la misma presiéon osmética que la
sangre humana. Las formulaciones isotonicas tendran generalmente una presion osmética de aproximadamente
270-328 mOsm. La presion ligeramente hipotonica es 250-269 y la presion ligeramente hipertonica es de 328-350
mOsm. La presién osmética puede medirse, por ejemplo, usando una presion de vapor o un osmémetro de tipo
congelacion por hielo.

Modificadores de tonicidad: Se usan sales (NaCl, KCI, MgCl,, CaCls,, etc.) como modificadores de la tonicidad para
controlar la presion osmotica. Ademas, los crioprotectores/lioprotectores y/o agentes de volumen tales como
sacarosa, manitol, glicina, etc. pueden servir como modificadores de la tonicidad.

Métodos analiticos

Los métodos analiticos adecuados para evaluar la estabilidad del producto incluyen cromatografia de exclusion por
tamafio (SEC), ensayo de dispersion dinamica de luz (DLS), calorimetria diferencial de barrido (DSC), cuantificacion
iso-asp, potencia, UV a 340 nm, espectroscopia UV y FTIR. SEC (J. Pharm. Scien., 83:1645-1650, (1994); Pharm.
Res., 11:485 (1994); J. Pharm. Bio. Anal., 15:1928 (1997); J. Pharm. Bio. Anal., 14:1133-1140 (1986)) mide el
mondmero en porcentaje en el producto y da informacion de la cantidad de agregados solubles. DSC (Pharm. Res.,
15:200 (1998); Pharm. Res., 9:109 (1982)) da informacion de la temperatura de desnaturalizacion de proteinas y la
temperatura de transicion vitrea. DLS (American Lab., November (1991)) mide el coeficiente de difusion medio y da
informacion de la cantidad de agregados solubles e insolubles. UV a 340 nm mide la intensidad de la luz dispersada
a 340 nm y da informacién acerca de las cantidades de agregados solubles e insolubles. La espectroscopia UV mide
la absorbancia a 278 nm y da informacion de la concentracion de proteina. FTIR (Eur. J. Pharm. Biopharm., 45:231
(1998); Pharm. Res., 12:1250 (1995); J. Pharm. Scien., 85:1290 (1996); J. Pharm. Scien., 87:1069 (1998)) mide el
espectro IR en la regién amida uno y da informacion de la estructura secundaria proteica.

El contenido iso-asp en las muestras se mide usando el Sistema de Deteccion de Isoaspartato Isoquant (Promega).
El kit usa la enzima Proteina Isoaspartil Metiltransferasa (PIMT) para detectar especificamente la presencia de
restos de acido isoaspartico en una proteina diana. PIMT cataliza la transferencia de un grupo metilo de S-adenosil-
L-metionina a acido isoaspartico en la posicién alfa-carboxilo, generando S-adenosil-L-homocisteina (SAH) en el
proceso. Esto es una molécula relativamente pequefia y habitualmente puede asilarse y cuantificarse por HPLC en
fase inversa usando los patrones de SAH HPLC proporcionados en el kit.

La potencia o bioidentidad de un anticuerpo puede medirse por su capacidad de unirse a su antigeno. La union
especifica de un anticuerpo a su antigeno puede cuantificarse por cualquier método conocido por aquellos expertos
en la materia, por ejemplo, un inmunoensayo, tal como ELISA (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas).

Una formulacion “reconstituida” es una que se ha preparado disolviendo una formulacion de proteina liofilizada en un
diluyente de tal manera que la proteina se disperse en la formulacién reconstituida. La formulacién reconstituida es
adecuada para la administracion, por ejemplo, administracién parenteral y puede ser adecuada opcionalmente para
administracion subcutanea.

Anticuerpos anti-PD-1 humanizados

Las construcciones de ADN que codifican las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos
humanizados h409A11, h409A16 y h409A17 se describen en el documento W02008/156712.

La memoria descriptiva escrita anterior se considera ser suficiente para permitir a un experto en la materia practicar
la invencion. La presente invencion no ha de limitarse en el alcance por el cultivo depositado, ya que la realizacién
depositada se pretende como una unica ilustracion de un aspecto de la invencién y cualquier cultura que sea
funcionalmente equivalente esta dentro del alcance de la presente invencion. El depdsito del material en el presente
documento no constituye una admision de que la descripcion escrita contenida en el presente documento sea
inadecuada para permitir la practica de cualquier aspecto de la invencion, incluyendo el mejor modo de la misma, ni
ha de construirse limitando el alcance de las reivindicaciones a la ilustracion especifica que representa. De hecho,
diversas modificaciones de la invencion ademas de aquellas mostradas y descritas en el presente documento seran
evidentes para aquellos expertos en la materia de la descripcion anterior y caen dentro del alcance de las
reivindicaciones adjuntas.

Se proporcionan secuencias para anticuerpos anti-PD-1 humanos a modo de ejemplo; se proporciona una tabla
resumen de las secuencias en la Tabla 6. Las CDR se proporcionan bajo identificadores de secuencia separados,
como se indica en la Tabla 2 para h409A11.

De forma ordinaria, las variantes de secuencia de aminoacidos del anticuerpo anti-PD-1 humanizado tendran una
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secuencia de aminoacidos que tenga al menos el 75 % de identidad de secuencia de aminoacidos con las
secuencias de aminoacidos de anticuerpo humanizado original de la cadena pesada o bien la ligera mas
preferentemente al menos el 80 %, mas preferentemente al menos el 85 %, mas preferentemente al menos el 90 %
y mas preferentemente al menos el 95, el 98 o el 99 %. La identidad u homologia con respecto a eta secuencia se
define en el presente documento como el porcentaje de restos de aminoacidos en la secuencia candidata que son
idénticos a los restos anti-PD-1 humanizados, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si es
necesario, para lograr la identidad maxima de secuencia en porcentaje y sin considerar ninguna sustitucion
conservativa como parte de la identidad de secuencia. Ninguna de las extensiones, deleciones o inserciones N
terminales, C terminales o internas en la secuencia del anticuerpo deben construirse afectando a la identidad u
homologia de secuencia.

El anticuerpo humanizado puede seleccionarse de cualquier clase de inmunoglobulinas, incluyendo IgM, IgG, IgD,
IgA e IgE. Preferentemente, el anticuerpo es un anticuerpo IgG. Puede usarse cualquier isétopo de IgG, incluyendo
IgG1, 1gG2, 1gGs e IgGs. Pueden unirse diferentes dominios constantes a las regiones V. y Vu humanizadas
proporcionadas en el presente documento. Por ejemplo, si un uso destinado particular de un anticuerpo (o
fragmento) de la presente divulgacion fuera para llamar para funciones efectoras alteradas, puede usarse un
dominio constante de cadena pesada distinto de IgG1. Aunque los anticuerpos IgG1 proporcionan larga vida media y
funciones efectoras, tales como la activacion del complemento y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo,
dichas actividades pueden no ser deseables para todos los usos del anticuerpo. En dichos casos, puede usarse, por
ejemplo, un dominio constante 1gG4.

Igualmente puede usarse cualquier clase de cadena ligera en las composiciones y métodos del presente documento.
Especificamente, kappa, lambda o variantes de las mismas son Utiles en las presentes composiciones y métodos.

Los restos CDR y FR se determinan de acuerdo con la definicién de Kabat de secuencia convencional. Kabat et al.
(1987) Sequences of Proteins of Immunological Interest, National Institutes of Health, Bethesda Md.

Las secuencias sefial, o las secuencias de acidos nucleicos que codifican las secuencias sefal, pueden unirse al N
terminal de las cadenas de aminoacidos respectivas para crear una proteina precursora para la secrecién desde una
célula hospedadora. Las secuencias sefial alternativas pueden usarse también y pueden encontrarse varias en
“SPdb: a Signal Peptide Database.” Choo et al. (2005) BMC Bioinformatics 6:249.

TABLA 2

Secuencias CDR de H409A11

Anticuerpo Secuencia CDR SEQ ID NO:
H409A11 CDR1 de cadena ligera (equivalente a 15
CDR1 de cadena ligera hPD-1.09A)
RASKGVSTSGYSYLH
H409A11 CDR2 de cadena ligera (equivalente a 16
CDR2de cadena ligera hPD-1.09A)
LASYLES
H409A11 CDR3 de cadena ligera (equivalente a 17
CDR3 de cadena ligera hPD-1.09A)
QHSRDLPLT
H409A11 CDR1 de cadena pesada (equivalente a 18
CDR1 de cadena pesada hPD-1.09A)
NYYMY
H409A11 CDR2 de cadena pesada (equivalente a 19
CDR2 de cadena pesada hPD-1.09A)
GINPSNGGTNFNEKFKN
H409A11 CDRS de cadena pesada (equivalente a 20
CDR3 de cadena pesada hPD-1.09A)
RDYRFDMGFDY

Actividad biolégica de anti-PD-1 humanizado

Las formulaciones de la presente divulgacion incluyen anticuerpos y fragmentos de los mismos que son
biolégicamente activos cuando se reconstituyen o estan en forma liquida. Como se usa en el presente documento, la
frase “bioldgicamente activo” se refiere a un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que es capaz de unirse al epitopo
antigénico deseado y directa o indirectamente ejercer un efecto biolégico. normalmente, estos efectos resultan del
fallo de PD-1 a unirse a sus ligandos. Como se usa en el presente documento, el término “especifica” se refiere a la
union selectiva del anticuerpo al epitopo de antigeno diana. Los anticuerpos pueden ensayarse para la especificidad
de unién comparando la unién a PD-1 a antigenos irrelevantes o mezclas de antigenos en un conjunto dado de
condiciones.
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Composiciones farmacéuticas liofilizadas

Las formulaciones liofilizadas de proteinas terapéuticas proporcionan varias ventajas. Las formulaciones liofilizadas
en general ofrecen mejor estabilidad quimica que las formulaciones en solucion y de esta manera una vida media
aumentada. Una formulacion liofilizada puede reconstituirse también a concentraciones diferentes dependiendo de
factores clinicos, tales como la ruta de administracion o la dosificacion. Por ejemplo, una formulacion liofilizada
puede reconstituirse a una alta concentracion (es decir, en un volumen pequefio) si es necesario para administracion
subcutanea, o a una concentracién menor si se administra intravenosamente. También pueden ser necesarias altas
concentraciones si la dosificacion alta se requiere para un sujeto particular, particularmente si se administra
subcutaneamente donde el volumen de inyeccidon debe minimizarse. Una formulacion tal de anticuerpo liofilizada se
desvela en la Pat. de EE.UU. N.° 6.267.958. Las formulaciones liofilizadas de otra proteina terapéutica se desvelan
en la Pat. de EE.UU. N.° 7.247.707.

Normalmente, la formulacion liofilizada se prepara en anticipacion de reconstitucion a concentracion alta de producto
de farmaco (DP, en una realizacién a modo de ejemplo anticuerpo h409A11 anti-PD-1 humanizado, o un fragmento
de union a antigeno del mismo), es decir en anticipacion de reconstitucién en un volumen bajo de agua. La dilucion
posterior con agua o tampon isoténico puede usarse después facilmente para diluir el DP a una concentracion
menor. normalmente, los excipientes se incluyen en una formulacion liofilizada de la presente divulgacion a niveles
que daran como resultado una formulacion toscamente isoténica cuando se reconstituye a una alta concentracién de
DP, por ejemplo para administracion subcutanea. La reconstitucién en un volumen mas grande de agua para dar
una concentracion menor de DP necesariamente reducira la tonicidad de la solucion reconstituida, pero dicha
reduccion puede ser de poca significancia en la administracion no subcutanea, por ejemplo, intravenosa. Si la
isotonicidad se desea a una concentraciéon mas baja de DP, el polvo liofilizado puede reconstituirse en el volumen
bajo convencional de agua y después diluirse adicionalmente con diluyente isoténico, tal como el 0,9 % de cloruro
sédico.

En una realizacion de la presente divulgacion, el anticuerpo anti-PD-1 humanizado (o un fragmento de unién a
antigeno del mismo) se formula como un polvo liofilizado para reconstituir y utilizar para administracién intravenosa.
Las formulaciones a modo de ejemplo se describen en las Tablas 3-4 y en las Figuras 1-9. En ciertas realizaciones,
el anticuerpo (o el fragmento de unién a antigeno del mismo) se proporciona a aproximadamente 50 mg/vial y se
reconstituye con agua estéril para la inyeccion antes de su uso. Si se desea, el anticuerpo reconstituido puede
diluirse asépticamente con una Inyeccién USP de Cloruro Sédico al 0,9 % en un recipiente IV estéril. El pH diana de
la formulacion reconstituida es 5,5 + 0,5. En diversas realizaciones, la formulacién liofilizada de la presente
divulgacién permite la reconstitucion del anticuerpo anti-PD-1 a altas concentraciones, tales como aproximadamente
20, 25, 30, 40, 50, 60, 75, 100 o mas mg/mi.

La presente divulgacion proporciona en ciertas realizaciones una formulacion liofilizada que comprende anticuerpo
anti-PD-1 humanizado, un tampdn histidina a aproximadamente pH 5,5, o a aproximadamente pH 5,0, por ejemplo a
aproximadamente 5,1, 5,2, 5,3, 5,4, 5,6, 5,7, 5,8, 5,9 0 6,0.

Cuando se recita un intervalo de valores de pH, tales como “un pH entre pH 5,5 y 6,0”, el intervalo pretende ser
inclusivo de los valores recitados. Salvo que se indique de otra manera, el pH se refiere al pH después de la
reconstitucion de las formulaciones liofilizadas de la presente divulgacion. El pH se mide normalmente a 25 °C
usando un pH metro de bulbo de vidrio convencional. Como se usa en el presente documento, una soluciéon que
comprende “tampon histidina a pH X” se refiere a una solucién a pH X y que comprende el tampon histidina, es
decir, el pH pretende referirse al pH de la solucion.

La formulacion en la Tabla 3 refleja el peso de los componentes en una formulacién en lote, como liofilizado en los
viales y como reconstituido. Las formulaciones liofilizadas estan por definicion estan esencialmente secas y, de esta
manera, el concepto de concentracion no es util describiéndolas. Describir una formulacioén liofilizada en términos del
peso de los componentes en un vial de dosis unitaria es mas util, pero es problematico porque varia para diferentes
dosis o tamafos de vial. Al describir las formulaciones liofilizadas de la presente invencién, es util expresar la
cantidad de un componente como la relacion del peso del componente en comparacién con el peso de la sustancia
de farmaco (DS) en la misma muestra (por ejemplo un vial). Esta relacion puede expresarse como un porcentaje.
Dichas relaciones reflejan una propiedad intrinseca de las formulaciones liofilizadas de la presente invencion,
independientes del tamafio del vial, la dosificacién y el protocolo de reconstitucion.

En otras realizaciones, la formulacién liofilizada de anticuerpo anti-PD-1 humano, o un fragmento de unién al mismo,
se define en términos de la solucidon de pre-liofilizacién usada para fabricar la formulacién liofilizada, tal como la
solucion de pre-liofilizacion. En una realizacion la solucién de pre-liofilizacion comprende anticuerpo, o fragmento de
unién a antigeno del mismo, a una concentracion de aproximadamente 25 mg/ml. Dichas soluciones de pre-
liofilizacion pueden estar a pH 4,4 — 5,2 (incluyendo aproximadamente 4,4, 4,5, 4,6, 4,7, 4,8, 4,9, 5,0, 5,1 y 5,2), por
ejemplo aproximadamente pH 4,8 o aproximadamente pH 5,5.

En aun otras realizaciones, la formulacion liofilizada de anticuerpo anti-PD-1, o el fragmento de unién a antigeno, se
define en términos de la solucién reconstituida generada a partir de la formulacién liofilizada, tal como la solucién
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reconstituida desvelada en la Tabla 4.

Las soluciones reconstituidas pueden comprender anticuerpo, o fragmento de uniéon del mismo a concentraciones de
aproximadamente 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 75, 80, 90 o 100 mg/ml o concentraciones mas altas tales como 150
mg/ml, 200 mg/ml, 250 mg/ml o hasta aproximadamente 300 mg/ml. Dichas soluciones reconstituidas pueden estar
a aproximadamente pH 5,5 o variar de aproximadamente pH 5,0 a aproximadamente 6,0.

Las formulaciones liofilizadas de la presente invencion se forman por liofilizaciéon (secado por congelacion) de una
solucion de pre-liofilizacion. El secado por congelacion se logra congelando la formulacion y posteriormente
sublimando agua a una temperatura adecuada para el secado primario. En esta condicion, la temperatura del
producto esta por debajo del punto eutéctico o la temperatura de colapso de la formulaciéon. normalmente, la
temperatura Util para el secado primario variard de aproximadamente -30 a 25 °C (con la condicién de que el
producto se mantenga congelado durante el secado primario) a una presién adecuada, que varia normalmente de
aproximadamente 6,66 a 33,33 Pa (50 a 250 mTorr). La formulacién, el tamafio y el tipo del envase que mantiene la
muestra (por ejemplo, vial de vidrio) y el volumen del liquido dictaran el tiempo requerido para secar, cuyo intervalo
varia de unas pocas horas a varios dias (por ejemplo 40-60 h). Una fase de secado secundaria puede llevarse a
cabo a aproximadamente 0-40 °C, dependiendo principalmente del tipo y el tamafio del envase y el tipo de proteina
empleada. El tiempo de secado secundario se dicta por el nivel de humedad residual deseado en el producto y
normalmente toma al menos aproximadamente 5 horas. normalmente, el contenido de humedad de una formulacion
liofilizada es menos de aproximadamente el 5 % y preferentemente menos de aproximadamente el 3 %. La presion
puede ser la misma que aquella empleada durante la etapa de secado primario. Las condiciones de secado por
congelacion pueden variarse dependiendo de la formulacion y el tamafio del vial.

En algunos casos, puede ser deseable liofilizar la formulacién de proteina en el envase en el que la reconstitucion de
la proteina ha de llevarse a cabo para evitar una etapa de transferencia. El envase en este caso puede ser, por
ejemplo, un vial de 3, 5, 10, 20, 50 o 100 cm?.

Las formulaciones liofilizadas de la presente invencién se reconstituyen antes de la administracion. La proteina
puede reconstituirse a una concentracion de aproximadamente 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 75, 80, 90 o 100 mg/ml
o concentraciones mayores tales como 150 mg/ml, 200 mg/ml, 250 mg/ml o 300 mg/ml hasta aproximadamente 500
mg/ml. Las concentraciones altas de proteina son particularmente utiles cuando se pretende la administracién
subcutanea de la formulacion reconstituida. Sin embargo, para otras vias de administracion, tales como la
administracion intravenosa, pueden desearse concentraciones menores de la proteina (por ejemplo de
aproximadamente 5-50 mg/ml).

La reconstitucion tiene lugar generalmente a una temperatura de aproximadamente 25 °C para asegurar la
hidratacién completa, aunque pueden emplearse otras temperaturas como se desee. El tiempo requerido para la
reconstitucion dependera, por ejemplo, del tipo de diluyente, la cantidad de excipiente o excipientes y la proteina.
Los diluyentes a modo de ejemplo incluyen agua estéril, agua bacteriostatica para inyeccion (BWFI), una solucion
tamponada de pH (por ejemplo, solucidn salina tamponada con fosfato), solucion salina estéril, solucion de Ringer o
solucion de dextrosa.

Las formulaciones liofilizadas de la presente invencion se esperan ser estables durante al menos aproximadamente
36 meses (basandose en los datos de estabilidad de las Figuras 1-9). Ademas, la formulacion liquida se espera que
exhiba estabilidad durante al menos 24 meses, basandose en datos de 24 meses de estabilidad a partir de la
formulacién h409A11 reconstituida en tubos de polipropileno a 2-8 °C.

En linea con los resultados mostrados en las Figuras 1-9, la estabilidad se ha observado a través de 2 afios para
una formulacion reconstituida refrigerada de h409A11. Las muestras de 2 ml en tubos de polipropileno se
almacenaron a 5 °C y las condiciones 25H y RH4 y se ensayaron a periodos iniciales, 1, 3, 6, 9, 12, 18 y 24 meses.
Esta formulacién de h409A11 reconstituida tiene los mismos sustituyentes en la misma concentracion que una
formulaciéon de h409A11 liquida (es decir, una formulaciéon que no se liofilizd) y se espera que la estabilidad sea la
misma.

Composiciones farmacéuticas liquidas

Una formulacion de anticuerpo liquida puede fabricarse tomando la sustancia de farmaco (por ejemplo, anti-PD-1
humanizado) que estd en forma liquida (por ejemplo, h409A11 en una formulacion farmacéutica acuosa) e
intercambiando con tampdn en el tampon deseado como la dltima etapa del proceso de purificacion. No hay etapa
de liofilizaciéon en esta realizacion. La sustancia de farmaco en el tampodn final se concentra a una concentracion
deseada. Los excipientes tales como sacarosa y polisorbato 80 se afiaden a la sustancia de farmaco y se diluye
usando el tampdn apropiado a una concentracién de proteina final. La sustancia de farmaco formulada final se filtra
usando filtros de 0,22 uym y se carga en un envase final (por ejemplo, viales de vidrio). Dicha formulacion liquida se
ejemplifica por una formulacion liquida final que comprende histidina 10 mM pH 5,5, 7 % de sacarosa, 0,02 % de
polisorbato 80 y 25 mg/ml de h409A11.
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Estan disponibles diversas referencias bibliograficas para facilitar la seleccién de vehiculos o excipientes
farmacéuticamente aceptables. Véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences y U.S. Pharmacopeia:
National Formulary, Mack Publishing Company, Easton, PA (1984); Hardman et al. (2001) Goodman y Gilman’s The
Pharmacological Basis of Therapeutics, McGraw-Hill, Nueva York, NY; Gennaro (2000) Remington: The Science and
Practice of Pharmacy, Lippincott, Williams y Wilkins, Nueva York, NY; Avis et al. (eds.) (1993) Pharmaceutical
Dosage Forms: Parenteral Medications, Marcel Dekker, NY; 10 Lieberman, et al. (eds.) (1990) Pharmaceutical
Dosage Forms: Tablets, Marcel Dekker, NY; Lieberman et al. (eds.) (1990) Pharmaceutical Dosage Forms: Disperse
Systems, Marcel Dekker, NY; Weiner y Kotkoskie (2000) Excipient Toxicity and Safety, Marcel Dekker, Inc., Nueva
York, NY.

La toxicidad es una consideracion al seleccionar la dosificacion apropiada de un agente terapéutico, tal como un
anticuerpo anti-PD-1 humanizado (o un fragmento de unién a antigeno del mismo). La toxicidad y la eficacia
terapéutica de las composiciones de anticuerpo pueden determinarse por procedimientos farmacéuticos
convencionales en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, para determinar la DLso (la dosis letal
al 50 % de la poblacion) y la DEsq (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50 % de la poblacién). La relacion de dosis
entre los efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse como la relacion de DLsg y DEsy.
Se prefieren los anticuerpos que exhiben altos indices terapéuticos. Los datos obtenidos de estos ensayos de
cultivos celulares y los estudios animales pueden usarse formulando un intervalo de dosificacion para su uso en
humanos. La dosificacion de dichos compuestos cae preferentemente dentro de un intervalo de concentraciones
circulantes que incluyen la DEsy con poca o sin toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo
dependiendo de la forma de dosificacion empleada y la ruta de administracion utilizada.

Las rutas de administracion adecuadas pueden incluir, por ejemplo, administracién parenteral, incluyendo
intramuscular, intradérmica, subcutdnea, inyecciones intramedulares, asi como intratecal, intraventricular directa,
intravenosa, intraperitoneal. Los farmacos pueden administrarse en diversos modos convencionales, tales como
inyeccion intraperitoneal, parenteral, intraarterial o intravenosa. Los modos de administracion en los que el volumen
de la solucion debe limitarse (por ejemplo, administracién subcutanea) requieren una formulacion liofilizada para
permitir la reconstitucion a alta concentracion.

Alternativamente, uno puede administrar el anticuerpo de una manera local en lugar de sistémica, por ejemplo, a
través de la inyeccion del anticuerpo directamente en una lesion inducida por patégenos caracterizada por
inmunopatologia, a menudo en una formulacién de depésito o de liberacidon sostenida. Adicionalmente, uno puede
administrar el anticuerpo en un sistema de administracion dirigido a diana, por ejemplo, en un liposoma recubierto
con un anticuerpo especifico de tejido, marcando como diana, por ejemplo, la lesién inducida por patégeno
caracterizada por inmunopatologia. Los liposomas se marcaran como diana y se tomaran selectivamente por el
tejido afectado.

Seleccionar un régimen de administracion para un producto terapéutico depende de varios factores, incluyendo la
tasa de rotacion del suero o del tejido de la entidad, el nivel de sintomas, la inmunogenicidad de la entidad y la
accesibilidad de las células diana en la matriz biologica. Preferentemente, un régimen de administraciéon maximiza la
cantidad del producto terapéutico administrado al paciente consistente con un nivel aceptable de efectos laterales.
En consecuencia, la cantidad de producto bilégico administrado depende en parte de la entidad particular y la
gravedad de la afeccion a tratarse. Hay disponibles guias en la seleccion de dosis apropiadas de anticuerpos,
citocinas y moléculas pequefias. Véase, por ejemplo, Wawrzynczak (1996) Antibody Therapy, Bios Scientific Pub.
Ltd, Oxfordshire, RU; Kresina (ed.) (1991) Monoclonal Antibodies, Cytokines and Arthritis, Marcel Dekker, Nueva
York, NY; Bach (ed.) (1993) Monoclonal Antibodies and Peptide Therapy in Autoimmune Diseases, Marcel Dekker,
New York, NY; Baert et al. (2003) New Engl. J. Med. 348:601-608; Milgrom et al. (1999) New Engl. J. Med.
341:1966-1973; Slamon et al. (2001) 20 New Engl. J. Med. 344:783-792; Beniaminovitz et al. (2000) New Engl. J.
Med. 342:613-619; Ghosh et al. (2003) New Engl. J. Med. 348:24-32; Lipsky et al. (2000) New Engl. J. Med.
343:1594-1602; Physicians' Desk Reference 2003 (Physicians' Desk Reference, 57a Ed); Medical Economics
Company; ISBN: 1563634457; 57a edicion (Noviembre 2002).

La determinacion de la dosis apropiada se realiza por el médico, por ejemplo, usando parametros o factores
conocidos o sospechados en la técnica que afecten al tratamiento o predigan que afecten al tratamiento. La
dosificacion apropiada (“cantidad terapéuticamente eficaz’) de la proteina dependeran, por ejemplo, de la afeccion a
tratarse, la gravedad y el transcurso de la afeccion, ya sea que la proteina se administre para fines preventivos o
terapéuticos, terapia previa, la historia clinica del paciente y la respuesta a la proteina, el tipo de proteina usada y la
discrecion del médico que atiende. Generalmente, la dosis comienza con una cantidad de alguna manera menor que
la dosis 6ptima y se aumenta por pequefios aumentos en lo sucesivo hasta que se logra el efecto deseado u 6ptimo
con respecto a ningun efecto secundario negativo. Las medidas diagndsticas importantes incluyen aquellas de los
sintomas de, por ejemplo, la inflamacion o el nivel de citocinas inflamatorias producidas. El anticuerpo se administra
adecuadamente al paciente una vez o repetidamente. El anticuerpo puede administrarse solo o junto con otros
farmacos o terapias.

Una formulacién de anticuerpo farmacéutica puede administrarse por infusién continua o por dosis a intervalos de,
por ejemplo, un dia, 1-7 veces a la semana, una semana, dos semanas, tres semanas, mensualmente,
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bimensualmente, etc. Un protocolo preferido de dosis es uno que implica la maxima dosis o frecuencia de dosis que
evita efectos secundarios indeseables significativos. Una dosis semanal total es generalmente al menos 0,05 pg/kg,
0,2 pg/kg, 0,5 pg/kg, 1 pg/kg, 10 pg/kg, 100 pg/kg, 0,2 mg/kg, 1,0 mg/kg, 2,0 mg/kg, 10 mg/kg, 25 mg/kg, 50 mg/kg
de peso corporal o mas. Véase, por ejemplo, Yang et al. (2003) NewEngl. J. Med. 349:427-434; Herold et al. (2002)
New Engl. J. Med. 346:1692-1698; 10 Liu et al. (1999) J. Neurol. Neurosurg. Psych. 67:451-456; Portielji et al.
(20003) Cancer Immunol. Immunother. 52:133-144. La dosis deseada de un producto terapéutico de molécula
pequeia, por ejemplo un péptido mimético, un producto natural o quimico organico, es aproximadamente la misma
que para un anticuerpo o un polipéptido, en una base en moles/kg.

En ciertas realizaciones, la dosificacion comprendera administrar a un sujeto dosis que escalan de 1,0, 3,0 y 10
mg/kg de la formulacién farmacéutica, es decir, una formulacién que comprende h409A11, durante el transcurso del
tratamiento. La formulacidon que comprende h409A11 puede ser una formulacion liquida reconstituida, o puede ser
una formulacién liquida no previamente liofilizada. Los transcursos de tiempo pueden variar y pueden continuar
siempre que se obtengan los efectos deseados. En ciertas realizaciones, la escala de dosis continuara hasta una
dosis de aproximadamente 10 mg/kg. En ciertas realizaciones, el sujeto tendra un diagndstico histolégico o citolégico
de melanoma u otra forma de tumor sélido y, en ciertos casos, un sujeto puede tener una enfermedad no medible.
En ciertas realizaciones, el sujeto habra sido tratado con otros productos quimioterapéuticos, mientras que en otras
realizaciones, el sujeto sera sin haber recibido tratamiento.

En realizaciones aun adicionales, el régimen de dosificacion comprendera administrar una dosis de 1, 3 o 10 mg/kg
de cualquiera de las formulaciones farmacéuticas descritas en el presente documento (es decir, una formulacién que
comprende h409A11), a lo largo de todo el transcurso del tratamiento. Para dicho régimen de dosificacion constante,
el intervalo entre dosis sera aproximadamente 14 dias (+ 2 dias). En ciertas realizaciones, el intervalo entre dosis
sera aproximadamente 21 dias (+ 2 dias).

En ciertas realizaciones, el régimen de dosificacion comprenderd administrar una dosis de aproximadamente 0,005
mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, con escala de dosis intra-paciente. En ciertas realizaciones, se administrara
una dosis de 5 mg/kg a 10 mg/kg a intervalos de cada 3 semanas o cada 2 semanas. En realizaciones adn
adicionales, se administrara una dosis de 3 mg/kg a intervalos de tres semanas para pacientes de melanoma o
pacientes con otros tumores solidos. En estas realizaciones, los pacientes deben tener una enfermedad no
resecable; sin embargo, los pacientes pueden haber tenido cirugia previa.

En ciertas realizaciones, a un sujeto se administrara una infusion IV de 30 minutos para el escalado de dosis, €l
intervalo de dosificacion sera de aproximadamente 28 dias (+ 1 dia) entre la primera y la segunda dosis. En ciertas
realizaciones, el intervalo entre la segunda y la tercera dosis sera de aproximadamente 14 dias (z 2 dias). En ciertas
realizaciones, el intervalo de dosificacion sera de aproximadamente 14 dias (+ 2 dias), para dosis posteriores a la
segunda dosis.

En ciertas realizaciones, el uso de marcadores de la superficie celular y/o marcadores de citocinas, como se
describe en las publicaciones de patente co-pendientes W02012/018538 o W0O2008/156712 se usaran en
bioensayos para regimenes de monitorizacion, diagnodsticos, de seleccién de pacientes y/o de tratamiento que
impliquen el bloqueo de la ruta PD-1.

La administracion subcutdnea puede realizarse inyectando usando una jeringa, o usando otros dispositivos de
inyeccion (por ejemplo el dispositivo Inject-ease®); boligrafos inyectores; o dispositivos sin agujas (por ejemplo,
MediJector y BioJector®).

El amplio alcance de la presente invencion se entiende mejor por referencia a los siguientes ejemplos, que no se
destinan a limitar las invenciones a las realizaciones especificas. Las realizaciones especificas descritas en el
presente documento se ofrecen a modo de ejemplo solamente y la invencién ha de limitarse por los términos de las
reivindicaciones adjuntas, junto con el alcance completo de equivalentes a los que dichas reivindicaciones se titulan.

EJEMPLOS
Ejemplo 1
Produccion de anticuerpos

h409A11 es un anticuerpo monoclonal humanizado que se une a PD-1 humano y bloquea la interaccion entre PD-1
y sus ligandos PDL1 y PDL2. El anticuerpo es un isotipo |gG4/kappa con una alteracion de secuencia S228P
estabilizante en la region Fc. La Tabla 2 proporciona una lista de las secuencias CDR. Los pesos moleculares
tedricos de las cadenas pesadas y ligeras derivadas de las secuencias de aminoacidos, excluyendo glucosilacion,
son 49,3 kDa y 23,7 kDa, respectivamente. El anticuerpo parental (hPD-1.09A) se produjo inmunizando ratones con
ADN hPD-1. El anticuerpo h409A11 se generd por humanizacion del anticuerpo anti-PD-1 humano murino parental
por el Medical Research Council (Cambridge, RU) usando tecnologia de injerto de CDR (por ejemplo, Patente de
EE.UU. N.° 5.225.539), como se describe en el documento co-pendiente WO2008/156712.
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Se construyd un plasmido de expresion para la expresion de cadenas pesadas y ligeras de h409A11. Las
secuencias de nucledtido que codifican las cadenas pesadas y ligeras, junto con sus promotores y secuencia sefial
Poli A respectivos, se confirmaron por analisis de secuencia de ADN. El vector de expresion se us6 posteriormente
para transfectar una linea celular CHO. Se seleccion6 un clon que expresaba el anticuerpo para la generacién de un
Banco de Semilla Maestro (MSB), basandose en el crecimiento, la productividad y la estabilidad de produccion. Este
MSB se us6 después para preparar el anticuerpo y para generar el Banco Celular Maestro (MCB).

Las células del MCB se expandieron en matraces de agitacion, bolsas de cultivo y un biorreactor de semilla para
generar el inéculo para un biorreactor de produccién para producir el producto de anticuerpo. El procesamiento
adicional incluy6 tres etapas de cromatografia (afinidad de proteina A, intercambio cationico y cromatografia de
intercambio anidnico), dos etapas de eliminacion virica ortogonal (inactivacion virica a bajo pH y filtracion de
reduccion virica), ultrafiltracion/diafiltracion y una etapa de filtracion final a 0,2 pm.

Estructura y caracteristicas de h409A11

h409A11 es un anticuerpo monoclonal humanizado altamente selectivo que bloquea la interaccion entre PD-1
humano y sus ligandos PD-L1 y PD-L2. h409A11 esta glucosilado heterogéneamente en la Asparagina 297 dentro
del dominio Fc de cada cadena pesada, proporcionando pesos moleculares que varian normalmente en el intervalo
entre 148,9 y 149,5 kDa, dependiendo de las cadenas de glucano unidas. Las secuencias de aminoacidos de las
cadenas pesadas y ligeras de h409A11 se encuentran en SEQ ID NO: 31 y SEQ ID NO: 36. La cadena ligera sin las
secuencias lider comprende los restos de aminoacidos 20 a 237 de SEQ ID NO: 36 y la cadena pesada sin las
secuencias lider comprende los restos de aminoacidos 20 a 466 de SEQ ID NO: 31.

Formulaciones de PD-1 humanizado estables

En ciertas realizaciones, PD-1 humanizado estable, por ejemplo, h409A11, es una soluciéon acuosa almacenada en
condiciones refrigeradas (intervalo de temperatura: de forma tipica aproximadamente 2-8 °C, pero en ciertas
circunstancias, la formulacion acuosa puede exhibir estabilidad a otras temperaturas incluyendo a aproximadamente
25 °C y aproximadamente 40 °C durante periodos de hasta aproximadamente 12 meses) a una concentracion de
25 mg/ml en tampon histidina 10 mM, pH 5,0-6,0. En ciertas realizaciones, PD-1 humanizado estable, por ejemplo
h409A11, es una solucién acuosa a una concentracion de aproximadamente 25 mg/ml en tampén histidina, pH 5,0-
6,0. La formulacion estable (es decir, la sustancia de farmaco) es normalmente una solucion transparente a
opalescente y puede contener particulados.

En ciertas realizaciones, una solucion liquida o congelada de h409A11 se formula en tampén histidina (pH 5,5) que
contiene sacarosa y polisorbato 80.

Una formulacion a modo de ejemplo adicional incluye: h409A11 formulado en tampén histidina (pH 5,5) que contiene
sacarosa y polisorbato 80 en forma liofilizada.

En ciertas realizaciones, la formulaciéon PD-1 humanizado estable se proporciona como polvo liofilizado en viales
destinados para un solo uso.

En ciertas realizaciones, la formulacion PD-1 humanizado estable se reconstituye con agua para inyeccion (WFI) y
se diluye asépticamente con volimenes apropiados de cloruro sédico al 0,9% para inyeccién en un recipiente IV
estéril para formar una solucién de mezcla.

Actividad biolégica

La actividad bioldgica del anticuerpo PD-1 humanizado se mide por su capacidad para competir con PD-L1 (ligando
natural de PD-1) en la unién a PD-1 humano, cuantificada en ELISA competitivo con respecto a un material de
referencia. Las formulaciones estables descritas en el presente documento exhiben actividad biolégica durante
largos periodos de tiempo, incluyendo hasta al menos aproximadamente dieciocho meses. La estabilidad de varios
lotes de h409A11, en diversas condiciones de almacenamiento se ilustran en las Figuras 1-9.

Formulaciones estables de anticuerpos anti-PD-1 humanizados

Las formulaciones liofilizadas de anticuerpo anti-PD-1 se preparan como sigue. Una férmula de lote a modo de
ejemplo para el anticuerpo h409A11 se proporciona en la Tabla 3. La concentracién final de anticuerpo es 25 mg/ml.
Esta formulacion de lote puede usarse para preparar las unidades liofilizadas de 50 mg/vial, como se analiza con
referencia a la Tabla 4, a continuacion. Se usa polisorbato 80 de una fuente vegetal. Pueden afiadirse acido
clorhidrico o hidroxido sédico adicionales para ajustar el pH al valor deseado de aproximadamente 5,5 (+ 0,2). Los
componentes se llevan a un volumen final de 14 | con agua estéril para inyeccion (WFI). Pueden prepararse lotes
correspondientemente mas pequefios por reduccién proporcional de las cantidades listadas en la Tabla 3.
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Una formulacién de anticuerpo liquida a modo de ejemplo se prepara tomando la sustancia de farmaco (por ejemplo,
anti-PD-1 humanizado a partir de una formula de lote descrita en el presente documento) que esta en forma liquida
(por ejemplo, h409A11 en una formulacion acuosa) e intercambiando con tampdén en el tampén deseado como la
Ultima etapa del proceso de purificacion. En este caso, no hay etapa de liofilizacion previa. La sustancia de farmaco
en el tampon histidina final se concentra a una concentracion deseada. Los excipientes tales como sacarosa y
polisorbato 80 se afiaden a la sustancia de farmaco y se diluyen usando el tampdn apropiado a la concentracion de
proteina final. La sustancia de farmaco formulada final se filtra usando filtros de 0,22 ym y se carga en un envase
final (por ejemplo, viales de vidrio). Dicha formulacion liquida se ejemplifica por una formulacién liquida final que
comprende histidina 10 mM pH 5,5, 7 % de sacarosa, 0,02 % de polisorbato 80 y 25 mg/ml de h409A11.

Férmula de lote de Solucion de pre-liofilizacion de-l:la4'?:)al ?‘epresentativa para h409A11 Polvo para inyeccion,
50 mg/vial
Componente Grado de compendio|Concentracion (mg/ml)|Cantidad por lote (g)
Anticuerpo h409All N/A 25,0 350,0
L-Histidina USP 1,55 21,7
Polisorbato 80 NF 0,2 2,8
Sacarosa NF 70 980
Acido clorhidrico 2 NF - -
Hidréxido sédico @ NF - Ajuste de pH
Agua para inyeccion ® USP - 1401@q.s
a El acido clorhidrico y el hidréxido sédico se afiaden si se necesita ajustar el pH a 5,5
b Agua retirada por sublimacion y desorcién durante la liofilizacion

La composicion unitaria de una formulacion liofilizada final a modo de ejemplo de anti-PD-1 humanizado se
proporciona en la Tabla 4.

Tabla 4
Composicion unitaria de formulacién en polvo liofilizada para inyeccién, 50 mg/vial

c Cantidad Concentracion después de la L
omponente Grado . s b Funcion
(mgl/vial) reconstitucion (mg/ml)

Sustancia de farmaco/Principio
h409AT1 N/A 50 25 activo farmacéutico
L-Histidina USP 3.1 1,55 Tampén
Polisorbato 80 NF 0,4 0,2 Tensioactivo
Sacarosa NF 140 70 Estabilizante/rpgdiﬂcador dela

tonicidad
Acido clorhidrico © NF Ajuste de pH
Hidréxido sédico © NF " " Ajuste de pH
)Agua estéril para .
in?/ecci()n (sVF\)/FI o WFIy! USP 2,0 ml @ g.s. - Disolvente
@ Se proporciona una carga en exceso de 0,4 ml para asegurar la recuperacion de 50 mg de h409A11 por vial.
P Después de la reconstitucion con 2,3 ml de agua estéril para inyeccion.
© El acido clorhidrico y el hidroxido sddico se afiaden si se necesita ajustar el pH a 5,5
4 Agua retirada por sublimacion y desorcion durante la liofilizacion

La formulacion unitaria de la Tabla 4 comprende 1/20.0002° de la formulacién de lote de la Tabla 3 después de la
liofilizacién para retirar el agua. Los 50 mg de DS se afiaden como 2,0 ml de la formulacién de lote de 25 mg/ml de la
Tabla 3. Cada vial se carga con 2,4 ml y se reconstituye con 2,3 ml de sWFI, dando como resultado
aproximadamente 2,4 ml de solucién reconstituida debido al volumen de expansion de la torta liofilizada.

El farmaco se coloca en viales de tubos de vidrio estériles de boca de 20 mm, 6R DIN, Tipo 1, se cierran con
tapones de caucho de butilo grises y se sellan con sellos de engarce de aluminio. Los viales se almacenan a 2 — 8
°C y se refrigeran cuando se transportan.

La formaciéon de compuestos implica las siguientes etapas. Cargar la cantidad requerida de agua para inyeccién
(WFI) en un recipiente de composicién tarado. Cargar y disolver con mezcla, sacarosa, histidina y polisorbato 80 de
una fuente vegetal. Medir el pH y ajustarlo si se necesita para llevar el pH a aproximadamente 5,4-5,6. Usar acido
clorhidrico y/o hidréxido sodico para ajustar el pH. Equilibrar la sustancia de farmaco a temperatura ambiente y
cargar la sustancia de farmaco lentamente en el recipiente de composicion. Continuar mezclando cuidadosamente
para evitar la formacion de espuma. Medir de nuevo el pH y ajustarlo si es necesario para llevar el pH a
aproximadamente 5,5. Cargar el WFI al peso final de la solucion a granel con mezcla cuidadosa continuada.
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La filtracién implica las siguientes etapas. Conectar un filtro de clarificacion (0,22 ym) y un filtro de esterilizacién
(0,22 pm) al recipiente de composicion. Recoger una alicuota de la solucion a granel par un ensayo de carga
bioldgica después de la etapa de filtracion de clarificacién. Realizar la filtracién aséptica usando un filtro de 0,22 ym
en un envase estéril. Retirar la alicuota de la muestra después de la filtracion aséptica para el ensayo de esterilidad
en volumen. Realizar el ensayo de integridad después de la filtracion del producto.

La carga implica las siguientes etapas. Usar equipo de carga adecuado, cargar asépticamente la solucion del
producto en viales de vidrio de tubos de Tipo | esterilizados para lograr un volumen de carga diana de 2,4 ml.
Realizar comprobaciones de peso de carga durante la carga. Asentar parcialmente tapones de lio-forma
esterilizados en viales cargados. Colocar los viales cargados en un secador por congelacion.

La liofilizacion, la detencion y el tapado implican las siguientes etapas. Liofilizar los viales usando un ciclo de
liofilizacion apropiado. Después de que se complete la liofilizacion, volver a cargar los viales con nitrégeno filtrado en
0,22 ym y tapar completamente. Sacar los viales tapados del liofilizador y sellarlos.

Los viales resultantes se inspeccionan para defectos visuales y se almacenan a 2-8 °C. Los viales de dosificacion
unitaria terminados se transportan en condiciones refrigeradas.

Ejemplo 2
Ensayo de estabilidad de formulaciones liofilizados de anticuerpos anti-PD-1 humanizados

Las Figuras 1-9 proporcionan datos de ensayos de estabilidad de formulaciones liofilizadas de un anticuerpo anti-
PD-1 humano humanizado en diversas condiciones de almacenamiento. Los viales se almacenaron en
configuraciones en vertical. Como se analiza con mas detalle a continuacion, las formulaciones de la presente
invencién muestran estabilidad a lo largo de al menos 24 meses para anticuerpos liofilizados a pH 5,5 (tampén
histidina), asi como formulaciones liquidas similares.

La estabilidad se logré como sigue. Las muestras se liofilizaron en viales de vidrio Tipo | 6R DIN y se sellaron con lio
tapones de bromobutilo de 20 mm (Helvoet Rubber & Plastic Technologies BV, Hellevoetsluis, Paises Bajos) y sellos
de aluminio para voltear. Los viales se colocaron en estaciones de estabilidad en las siguientes condiciones de
almacenamiento: 5 °C (5+3 °C), 25H (25 °C, 60 % de humedad relativa) o RH4 (40 °C, 70 % de humedad relativa).
Las muestras se obtuvieron en un punto de tiempo inicial y para ciertas muestras a diversos puntos de tiempo
incluyendo 1, 2, 3, 6, 9, 12, 18 y 24 meses.

La estabilidad de las muestras se ilustra por las diversas caracteristicas presentadas en las tablas en las Figuras 1-
9. Las muestras liofilizadas se inspeccionaron visualmente, se reconstituyeron y la formulacién reconstituida se
inspecciond visualmente. El pH de las muestras después de la reconstitucion se midié y la concentracién de proteina
se determind por absorbancia UV. Las muestras se analizaron por la técnica CE-SDS en la que la proteina se
desnaturalizé con dodecil sulfato sodico (SDS) en condiciones reductoras y no reductoras y se separaron usando
electroforesis capilar (CE). Las proteinas se separaron basandose en su peso molecular aparente. En condiciones
no reductoras, todas las especies distintas del pico principal de IgG se clasifican como impurezas. En condiciones
reductoras, la IgG se resuelve en las cadenas pesadas y ligeras. Todas las demas especies se clasifican como
impurezas.

La pureza de la muestra se evalud adicionalmente por cromatografia de exclusién por tamafio de alto rendimiento
(HPSEC) en la que se determiné el porcentaje de mondmero, asi como los porcentajes de especies de alto peso
molecular (posiblemente agregados) y los picos de elucion tardia (posiblemente productos de degradacion).

Los datos de caracterizacion de muestras adicionales se proporcionan en las Figuras 1-9. Se us6 cromatografia de
intercambio i6nico de alto rendimiento (HP-IEX) para evaluar la pureza revelando la presencia de variantes acidas o
basicas. Los resultados se presentan como un porcentaje del material total observado. Las muestras se
caracterizaron adicionalmente para la funcion biolégica usando un ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas
(ELISA) para la unién a PD-1 humano. La concentracion de anticuerpo necesaria para lograr la unién semi maxima
se denomina CEsp. La potencia de la muestra de ensayo se evalu6 comparando las curvas de unién de las muestras
de ensayo con un material de referencia (o control) por la relacion de CEs. La potencia se expres6 como potencia
relativa en porcentaje del material de referencia (o control). El contenido de humedad del polvo liofilizado también se
determind por titulacion colorimétrica. Se realizaron mediciones de recuento de materia particulada para contar las
particulas = 10 ym y = 25 ym. El método usado para estas mediciones se bas6é en USP<788>.

Estos resultados demostraron alta estabilidad de las formulaciones de la presente invenciéon durante al menos 24
meses a aproximadamente pH 5,5.

Ejemplo 3: resultados clinicos iniciales
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Estudio de fase 1 de h409A11 (Anticuerpo monoclonal anti-PD-1) en pacientes con tumores sodlidos
avanzados

Una prueba de fase 1 examiné de forma segura PK, PD y la actividad antitumoral de h409A11. Se llevé a cabo un
estudio de marca abierta de escalado de dosis en pacientes con neoplasia maligna refractaria a quimioterapia
convencional. En el conjunto inicial de pacientes, los pacientes con tumores sélidos avanzados fueron tratados con
una formulaciéon de h409A11 estable como se describe en el presente documento. No hubo limitacién/restriccion con
respecto a la cirugia; sin embargo, los pacientes no eran actualmente candidatos quirdrgicos. Se enrolaron cohortes
de 3-6 pacientes (disefio 3+3) a dosis IV de 1, 3 0 10 mg/kg. Después de una dosis inicial y un ciclo 1 de 28 dias, se
permitid que los pacientes recibieran mlltiples dosis dadas cada 2 semanas. Para la parte A de la fase 1, tres
pacientes se trataron a 1 mg/kg, tres pacientes se trataron a 3 mg/kg y nueve pacientes se trataron a 10 mg/kg y
todos se dosificaron cada 2 semanas. No hubo escala de dosis intrapaciente. Se realizd una evaluacion radiografica
cada 8 semanas usando las directrices de RECIST 1.1.

Nueve pacientes, 3 a cada nivel de dosis, completaron el periodo (28 d) de toxicidad limitante por dosis (DLT). Los
pacientes tenian cancer pulmonar no microcitico (NSCLC, n = 3), cancer rectal (n = 2), melanoma (MEL, n = 2) o
carcinoide (n = 1). Hasta la fecha, se administré un total de 63 dosis (mediana 7/paciente; max. 12) sin DLT. Los
eventos adversos (AE) relacionados con el farmaco a lo largo de todas las dosis incluyeron fatiga de grado 1 (n = 3),
nauseas (n = 2), diarrea (n = 1), disgeusia (n = 1), dolor de pecho (n = 1) y purito (N = 1). Se informé un AE de grado
2 relacionado con farmaco de purito. Se informaron AE no relacionados con farmaco de grado 3. Los datos de PK se
muestran en la Tabla 5. Basandose en RECIST, 2 paciente con MEL en terapia >6 meses tuvo una respuesta parcial
y se observo evidencia preliminar de reduccion del tamafio tumoral (enfermedad estable) en 3 pacientes adicionales
con cancer avanzado. Estos resultados muestran que h409A11 se toleré bien con DLT a lo largo de 3 niveles de
dosis ensayados (es decir, 1, 3 y 5 mg/kg). Se observé evidencia de actividad antitumoral.

Tabla 5. Valores de parametro PK medios (CV %) de MK-3475 después de la dosis IV tnica de 1, 3 o 10 mg/kg

en el ciclo 1
Dosis N Crmax AUC 0-28dias) Ti2?
(mg/kg) (pg/ml) (ng-dia/ml) (dia)
1 4 16,8 (23) 163 (20)° 15,1 (41)°
3 3 109 (26) 990 (23) 21,7(11)
10 2 337 (8) 2640 (30) 13,6(28)
@ Muestreo de PK hasta 28 dias después de la primera administracién IV, por lo tanto t1» no caracterizado
completamente.
bN=3 debido a discontinuacion del sujeto

La tabla 6 proporciona una breve descripcion delas secuencias en el listado de secuencias.

Identificadores de secuencia
SEQ ID NO: | Descripcion
1 region variable de cadena pesada hPD-1.08A (ADN)
2 regién variable de cadena ligera hPD-1.08A (ADN)
3 region variable de cadena pesada hPD-1.09A (ADN)
4 regién variable de cadena ligera hPD-1.09A (ADN)
5 regién variable de cadena pesada hPD-1.08A (AA)
6 region variable de cadena ligera hPD-1.08A (AA)
7 regién variable de cadena pesada hPD-1.09A (AA)
8 regién variable de cadena ligera hPD-1.09A (AA)
9 CDR1 de cadena ligera hPD-1.08A (AA)
10 CDR2 de cadena ligera hPD-1.08A (AA)
1 CDR3 de cadena ligera hPD-1.08A (AA)
12 CDR1 de cadena pesada hPD-1.08A (AA)
13 CDR2 de cadena pesada hPD-1.08A (AA)
14 CDR3 de cadena pesada hPD-1.08A (AA)
15 CDR1 de cadena ligera hPD-1.09A (AA)
16 CDR2 de cadena ligera hPD-1.09A (AA)
17 CDR3 de cadena ligera hPD-1.09A (AA)
18 CDR1 de cadena pesada hPD-1.09A (AA)
19 CDR2 de cadena pesada hPD-1.09A (AA)
20 CDR3 de cadena pesada hPD-1.09A (AA)
21 region variable de cadena pesada 109A-H (ADN)
22 region variable de cadena pesada con codén optimizado 109A-H (ADN)
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23 cadena pesada de longitud completa con codén optimizado 409A-H (ADN)
24 regién variable de cadena ligera KO9A-L-11 (ADN)

25 regién variable de cadena ligera KO9A-L-16 (ADN)

26 regién variable de cadena ligera KO9A-L-17 (ADN)

27 region variable de cadena ligera con codén optimizado K09A-L-11 (ADN)
28 region variable de cadena ligera con codén optimizado KO9A-L-16 (ADN)
29 region variable de cadena ligera con codén optimizado KO9A-L-17 (ADN)
30 region variable de cadena pesada 109A-H (AA)

31 cadena pesada de longitud completa 409A-H (AA)

32 region variable de cadena ligera KO9A-L-11 (AA)

33 regién variable de cadena ligera KO9A-L-16 (AA)

34 regién variable de cadena ligera KO9A-L-17 (AA)

35 cadena pesada de longitud completa 109A-H (AA)

36 cadena ligera de longitud completa KO9A-L-11 (AA)

37 cadena ligera de longitud completa KO9A-L-16 (AA)

38 cadena ligera de longitud completa KO9A-L-17 (AA)

Como se usa en el presente documento, incluyendo las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares de palabras
tales como “un”, “una” y “el/la” incluyen sus referencias plurales correspondientes salvo que el contexto indique
claramente lo contrario. Salvo que se indique lo contrario, las proteinas y los sujetos a los que se hace referencia en
el presente documento son proteinas y sujetos humanos, en lugar de otras especies.
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<211> 435
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10

20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> regidn variable de cadena pesada hPD-1.08A

<400> 1
atgrgatgga gctgtatcat kctctttttg gtagcaacag ctacaggtgt ccactcceag 60
gteccaactge agcagectgg ggctgaactg gtgaageccetg gggettcagt gaagttgtee 120
tgcaaggeocet ctggectacace cttcaccagt tattateotgt actggatgaa acagaggect 180
ggacaaggcc ttgagtggat tgggggggtt aatcctagta atggtggtac taacttcagt 240
gagaagttca agagcaagge cacactgact gtagacaaat cctccagcac agcctacatg 300
caactcagca gcctgacatc tgaggactct goggtctatt actgtacaag aagggattct 360
aactacgacqg ggggcetttga ctactgggge caaggeacta ctetecacagt ctectcagee 420
aaaacgacac cccca 435

<210> 2

<211> 453

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> regidn variable de cadena ligera hPD-1.08A

<400> 2
atggagacag acacactcct gctatgggta ctgcectgctcet gggttccagg ttcocactggt 60
gacattgtgc tgacacagtc tcctacttcc ttagctgtat ctcoctggggca gagggecace 120
atctecatgeca gggocagcaa aagtgtcagt acatcetgget ttagttattt geactggtac 180
caacagaaac caggacagcec acccaaacte ctcatcttte ttgeatccaa cctagagtet 240
ggggtcocty ccaggttcag tggcagtggyg toctgggacag acttcaccet caacatccat 300
cctgtggagg aggaggacgc tgcaacctat tattgtcagce acagttggga gcttccegetce 360
acgttcocggty ctgggaccaa gcectggagety aaacgggetg atgotgceace aactgtatcce 420
atctteccace catccagtaa gettgggaag gge 453

<210> 3

<211> 464

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regidn variable de cadena pesada hPD-1.09A

<400> 3
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atgraatgea getgggttat yetetttttg gtageaacag ctacaggtgt ccacteccag 60
gteocaactge agcageoctgg ggotgaactg gtgaagectg ggacttcaght gaagttgtcee 120
tgcaaggett ctggotacac cttcaccaac tactatatgt actgggtgaa geagaggect 180
ggacaaggcec ttgagtggat tggggggatt aatcctagca atggtggtac taacttcaat 240
gagaagttca agaacaaggc cacactgact gtagacagtt coctccagoac aacctacatg 300
caactcagca gcctgacatc tgaggactct gecggtctatt actgtacaag aagggattat 360
aggttegaca tgggctttga ctactgggge caaggeacca ctetcacagt ctecteagee 420
aaaacgacac ceccatcegt ytatcccbtg geoeccectggaa gott 464

<210> 4

<211> 438

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> regidn variable de cadena ligera hPD-1.09A

<400> 4
atggagwcag acacactsct gytatgggta ctgctgetct gggttecagg ttccactgge 60
gacattgtgc tgacacagtc tcctgcettcc ttagcectgtat ctcoctgggaca gagggccgcc 120
atctcatgeca gggccagcaa aggtgtcagt acatctgget atagttattt gecactggtac 180
caacagaaac caggacagtc acccaaacte ctceatctate ttgeatceta cctagaatet 240
ggggtecetg ccaggttcag tggeagtggg tetgggacaq acttcacect caacatecat 300
cctgtggagy aggaggatgce tgcaacctat tactgtcage acagtaggga ccttcocgete 360
acgttcggta ctgggaccaa gctggagctg aaacgggctg atgctgcacc aactgtatce 420
atcttceccac catccagt 438

<210>5

<211> 122

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regidn variable de cadena pesada hPD-1.08A

<400> 5
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Gln Val Gln Leu

Ser Val Lys Leu
20

Tyr Leu Tyr Trp
35

Gly Gly Val Asn
50

Lys Ser Lys Ala
65

Met Gln Leu Ser

Thr Arg Arg Asp
100

Gly Thr Thr Leu
115

<210> 6

<211> 111

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

Ser

Met

Pro

Thr

Ser

83

Ser

Thr
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Gln

Cys

Lys

Ser

Leu

70

Leu

Asn

Val

<223> regién variable de cadena ligera hPD

<400> 6

Asp Ile Val Leu Thr Gln

1

5

Gln Arg Ala Thr Ile Ser

20

Gly Phe Ser Tyr Leu His

35

Pro

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Tyr

Ser

-1.08A

Ser

Cys

Gly

Ala

Arg

Gly

Val

Ser

Asp

Ser
120

Pro

Arg

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Gly

105

Ala

Thr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Gly

Lys

Len

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Ser

Fhe

Val

Thr

Gly

Fhe

60

Ser

Ala

Asp

Ser Leu Ala

10

Ala Ser Lys Ser

25

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

40

26

Lys

Phe

Leu

Ser

Ser

val

Tyr

val

Val

Fro Gly

Thr Ser
30

Glu Trp

Glu Lys

Thr Ala

Tyr Tyr
95

Trp Gly
110

Ser Leu
15

Ser Thr
30

Ala

Tyr

Ile

Fhe

Tyr

80

Cys

Gln

Gly

Ser

Gly Gln Pro Pro

45



10

15

Lys

Arg
65

Pro

Glu

<210>7
<211> 122
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

50

Phe

Val

Leu

Leu

Ser

Glu

Pro

Ile

Gly

Glu

Leu
100

ES 2676205 T3

Phe Leu Ala Ser

55

Ser Gly Ser Gly

70

Glu Asp Ala Ala

83

Thr Phe Gly Ala

<223> regidn variable de cadena pesada hPD-1.09A

<400> 7

Gln
1

Ser

Tyr

Gly

Lys

65

Met

Thr

Gly

<210> 8
<211> 111
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Val

Val

Met

Gly

50

Asn

Gln

Arg

Thr

Gln

Lys

Tyr

33

Ile

Lys

Leu

Arg

Thr
115

Leu

Leu
20

Trp

Asn

Ala

Ser

Asp

100

Leu

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Gln

Cys

Lys

Ser

Leu

70

Leu

Arg

val

Pro

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Phe

Ser

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Val

Ser

Asp

Ser
120

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Met

105

Ala

27

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Ser

Asp

90

Gly

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Ser

Phe

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Val

Thr

Gly

Phe

60

Ser

Ala

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Tyr

val

Asn

His

Leu
110

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Trp
110

Pro

Ile

Ser
85

Lys

Gly
15

Asn

Trp

Lys

Thr

Tyr

85

Gly

Ala

His

80

Trp

Thr

Tyr

Tle

Phe

Tyr

80

Cys

Gln
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30
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<220>
<223> region variable de cadena ligera hPD-1.09A
<400> 8
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Gln Arg Ala Ala Ile Ser Cys Arg Ala Ser Lys Gly Val Ser Thr Ser
20 25 30
Gly Tyr Ser Tyr Leu Hig Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro
35 40 45
Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Tyr Leu Glu Ser Gly Val Pro Ala
50 55 60
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr lLeu Asn Ile His
65 70 75 g0
Pro Val Glu Glu Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cyg Gln Hig Ser Arg
85 90 95
Asp Leu Pro Leu Thr Phe Gly Thr Gly Thr Lyg Leu Glu Leu Lys
100 105 110
<210>9
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> CDR1 cadena ligera hPD-1.08A
<400> 9
Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Thr Ser Gly Phe Ser Tyr Leu His
1 5 10 15
<210> 10
<211>7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> CDR2 cadena ligera hPD-1.08A
<400> 10
Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser
1 5
<210> 11
<211>9
<212> PRT

28
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35

40

45

50

55

ES 2676205 T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 cadena ligera hPD-1-08A

<400> 11

Gln Hig Ser Trp Glu Leu Pro Leu Thr
1 5

<210> 12

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR1 cadena pesada hPD-1.08A

<400> 12
Ser Tyr Tyr Leu Tyr
1 5

<210> 13

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 cadena pesada hPD-1.08A

<400> 13

Gly Val Asn Pro Ser Asn Gly Gly Thr Asn Phe Ser Glu Lys Phe Lys

1 5 10

Ser

<210> 14

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 cadena pesada hPD-1.08A

<400> 14

Arg Asp Ser Asn Tyr Asp Gly Gly Phe Asp Tyr

1 5 10

<210> 15

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR1 cadena ligera hPD-1.09A

<400> 15

29
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Arg Ala Ser Lys Gly Val Ser Thr Ser Gly Tyr Ser Tyr Leu His

1

<210> 16

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR2 cadena ligera hPD-1.09A

<400> 16

<210> 17

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR3 cadena ligera hPD-1.09A

<400> 17

<210> 18

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR1 cadena pesada hPD-1.09A

<400> 18

<210> 19

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR2 cadena pesada hPD-1.09A

<400> 19

Gly Ile Asn Pro Ser Asn Gly Gly Thr Asn Phe Asn Glu Lys Phe Lys

1

<210> 20

Gln His Ser Arg Asp Leu Pro Leu Thr

1

5

5

Leu Ala Ser Tyr Leu Glu Ser

1

Asn Tyr Tyr Met Tyr

1

5

Asn

30

5

10

10

5

15

15



10

15

20

25

30

35

40

<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2676205 T3

<223> CDR3 cadena pesada hPD-1.09A

<400> 20

<210> 21
<211> 417
<212> ADN

Arg Asp Tyr Arg Phe Asp Met Gly Fhe Asp Tyr

1

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> regidn variable de cadena pesada 109A-H

<220>

<221> sig_peptide

<222> (1)..(57)

<400> 21

atggactgga
gtgecagctgg
tgcaaggett
ggacaagggc
gagaagttca
gaactgaaga

aggttcgaca

<210> 22
<211> 417
<212> ADN

cctggageat
tgcagtetgg
ctggectacac
ttgagtggat
agaacagagt
goctgcaatt

tgggctttga

<213> Secuencia artificial

<220>

ccttttettg
agttgaagtg
ctttaccaac
gggagggatt
caccttgacc
tgacgacacyg

ctactgggge

gtggcagecac
aagaagcccyg
tactatatgt
aatcectagea
acagactcat
goccgtttatt

caagggacca

10

caacaggagc
gggectcagt
actgggtgeg
atggtggtac
ccacgaccac
actgtgcgag

cggtcaccgt

<223> regidn variable de cadena pesada con codoén optimizado 109A-H

<220>

<221> sig_peptide

<222> (1)..(57)

<400> 22

31

ccactcccaa
gaaggtcteo
acaggcocecoct
taacttecaat
agcctacatg
aagggattat

ctcgagce

60

120

180

240

300

360

417



10

15

atggactgga
gtgcagctgg
tgcaaggcct
ggccagggac
gagaagttca
gagcetgaagt

cggttcgaca

<210> 23
<211> 1398
<212> ADN

cetggtetat
tgecagtecegg
ceggetacac
tggagtggat
agaaccgggt
cectgeagtt

tgggcttega

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2676205 T3

cotgtteectg
cgtggaggtg
cttcaccaac
gggoggeatco
gacecctgace
cgacgacace

ctactggggce

gtggeocgctc
aagaagcctg
tactacatgt
aacccttcca
acogactaocot

gcegtgtact

cagggcacca

ctaccggege
gocgectoegt
actgggtgcg
acggeggeoac
coaccaccad
actgegecaqg

cocgtgaccgt

<223> cadena pesada de longitud completa con codén optimizado 409A-H

<220>

<221> sig_peptide

<222> (1)..(57)

<400> 23

32

tcactcecag
caaggtgtcc
gecaggctceoc
caacttoaac
cgoctacatg

gegggactac

gtcetec

60

120

180

240

300

3460

417



10

15

atggcogtge
gtgcagetgg
tgtaaggect
ggccagggac
gagaagttca
gaactgaagt
cggttcgaca
ageaccaagg
adegodgate
aactetggeg
ctgtactoce
acctgcaacyg
tacggcccte
ctgtteocte
gtggtggtgg
gtggaggtge

gtggtgtotg

aaggtcagca
cagceetegeyg
caggtgtoce
gagagcaacg
ggctccttcet
gtctttteoct

tecctgtote

<210> 24

<211> 393
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regidn variable de cadena ligera KO9A-L-11

<220>

<221> sig_peptide
<222> (1)..(60)

<400> 24

tgggcctgct
tgcagtocgg
ceggetacac
tggagtggat
agaaccgggt
ccectgeagtt
tgggcttcga
gecotteogt
tgggetgtet
cectgacete
tgtcctocgt
tggaccacaa
cttgeecctece
ctaagoctaa
acgtgtecca
acaacgecaa

tgctgacegt

acaagggect
agectcaggt
tgacatgect
gccagccaga
tcctgtacte
gctecegtgat

tgggcaag

ES 2676205 T3

gttctgectg
cgtggaggtg
cttcaccaac
gggeggecatce
gaccctgacc
cgacgacacc
ctactggggce
gttecctetg
ggtgaaggac
cggegtgcac
ggtgaccgtg

gcecttcocaac
ctgccctgec
ggacacectyg
ggaagatcet
gaccaagect

gctgcaccag

geecteoctee
gtacacectyg
ggtgaaggge
gaacaactac

caggctgacc

gcacgaggcc

gtgaccttce
aagaagcctg
tactacatgt
aaccetteoca
accgactect
geecgtgtact
cagggcacca
goceocttget
tacttecetg
accttecctyg
ccttoctect
accaaggtgg
cctgagttece
atgatctece
gaggteocagt
cgggaggaac

gactggctga

atcgagaaaa
cetectagee
ttetaccett
aagaccaccc

gtggacaagt

ctgcacaacc

33

cttoctgogt
gogecteagt
actgggtgeg
acggoggcac
ccaccacaac
actgcgccag
cogtgacegt
ccoggtocac
agectgtgac
cagtgetgea
coctgggcac
acaagcgggt

tgggcggace

ggacccetga
tcaattggta
agttcaacte

acggcaagga

ccatcteocaa
aggaagagat
ccgatatage
ctcotgtget

cccggtggea

actacaccca

gctgtcccag
caaggtgtoe
goaggoooda
c¢aacttcaac
cgcctacatg
gcgggactac
gtoctceoget
ctcecgagtee
egtgagetgy
gtectecgge
caagacctac
ggagtccaag
ctccgtgtte
ggtgacctge
cgtggatgge
cacctacegg

atacaagtgc

ggccaaggge
gaccaagaat
cgtggagtyy
ggactccgac
ggaaggcaac

gaagtcccty

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1280

1320

1380

1398



10

15

20

25

30

atggaagccc
gaaattgtgt
ctcteectgea
caacagaaac
ggcogtoccag
agcctagagce

acgttcggcy

<210> 25
<211> 393
<212> ADN

cagctcagct
tgacacagtc
gggccagcaa
ctggecagge
ccaggttcag
ctgaagattt

gagggaccaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2676205 T3

tcteottecte
teocagecace
aggtgtcagt
teccaggete
tggtagtggy
tgcagtttat

agtggagatc

ctgctactct
ctgtetttgt
acatctgget
cteatctate
tctgggacag
tactgtcagc

aaa

<223> regidn variable de cadena ligera KO9A-L-16

<220>

<221> sig_peptide

<222> (1)..(60)

<400> 25

atggaaaccce

gaaattgtgc

atctectgea

ctacagaage
ggggteccty
agagtggagy

acgtttggcc

<210> 26
<211> 393
<212> ADN

cagagcaget
tgactcagtc

gggccagoaa

cagggcagte
acaggttcag
ctgaggatgt

aggggaccaa

<213> Secuencia artificial

<220>

tetettecte

tccactctece

aggtgtcagt

tecacagete
tggeagtgga
tggggtttat

gctggagatc

ctgetactet
ctgocaegtca

acatctggcet

ctgatetate
teaggeacag
tactgecage

aaa

<223> region variable de cadena ligera KO9A-L-17

<220>

<221> sig_peptide

<222> (1)..(60)

<400> 26

34

ggctoccaga
ctceagggga
atagttattt
ttgecateccta
acttcactct

acagcaggga

ggcteccaga
ccoctggaga

atagttattt

ttgeatecta
attttacact

atagtaggga

taccaccgga
aagagccacce
gcactggtat
cctagaatcet
caccatcage

ccttcegete

taccacegga
goeggectea

gcattggtac

cctagaatet
gaaaatcage

cetteegete

60
120
180
240
300
360

3983

60
120

180

240

300

360

383
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30

atgaggetec
gatattgtga
atctectgea
ctgcagaagc
ggagtcccag
agggtggagyg

acgtttggec

ctgetoaget
tgacccagac
gggcecagceaa
cagggcagtc
acaggttcag
ctgaggatgt

aggggaccaa

ES 2676205 T3

cctggggetyg

tecactetee
aggtgtcagt
tccacagcte
tggcagtggyg
tggactttat

gotggagate

ctaatgetet
ctgecegtca
acatctgget
ctgatctatc
tcaggcactyg
tactgccagc

aaa

<210> 27
<211> 390
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

gggtetetygg
ccectggaga
atagttattt
ttgcateccta

ctttcacact

atagtaggga

<223> regidn variable de cadena ligera con codén optimizado KO9A-L-11

<220>

<221> sig_peptide

<222> (1)..(57)

<400> 27

atggeocecty
atcgtgectga
agctgcagag
cagaagccag

gtgectgeee

ctggagectg

tttggeggey

<210> 28
<211> 390
<212> ADN

tgeagetget
cccagtcecee
cctccaaggg
gocaggceoe

ggtteteoegyg

aggacttcge

gaacaaaggt

<213> Secuencia artificial

<220>

gggcctgetyg

tgccacectyg

cgtgtccacc
tcggctgetyg

ctecggaage

cgtgtactac

ggagatcaag

gtgetgttec
tcceotgagee
tcecggetact
atctacctgg

ggcacegact

tgccagcact

tgectgecat
ctggcgageyg
cctacctgca
cctcctaccet

tcaccetgac

cccgggacct

<223> regidn variable de cadena ligera con codén optimizado KO9A-L-16

<220>

<221> sig_peptide

<222> (1)..(57)

<400> 28

35

atccagtggyg
gecggectee
geattggtat
cctagaatct
gaaaatcagc

ccttoecgete

geggtgegayg
ggctaccetyg
ctggtatcag
ggagtccogyc

catetectee

gcctctgace

60
120
180
240
300
360

393

60
120
180
240

300

360

350
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15

20

25

30

atggecccctyg
ategtgetga
tectgeecggy
cagaagcctg
gtgcctgacc
gtggaggecy

tteggecagyg

tgcagetget
cecagtocce
ceteocaaggy
gccagteocec
ggttctcegg

aggacgtggy

geaccaaget

ES 2676205 T3

gggcctgetyg
tetgtocetyg
cgtgtecace
ccagctgetg
ctcocggeage

cgkgtactac

ggagatcaag

gtgetgttec
cctgtgacce
teeggetact
atctacctgg
ggcaccgact

tgccagcact

tgcctgecat
ctggegagee
cctacetgea
cctoctaccet
tcaccctgaa

ccecgggacct

<210> 29
<211> 390
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> regidn variable de cadena ligera con codén optimizado KO9A-L-17

<220>

<221> sig_peptide

<222> (1)..(57)
<400> 29

atggccectg
ategtgatga
tecetgeoeggg
cagaagcoctg
gtgoctgace

gtggaggccy

tteggecagy

<210> 30
<211> 139
<212> PRT

tgcagetget
cccagacece
cctecaaggyg
gccagtecce
ggttctcogg

aggacgtggy

gcaccaaget

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> regidn variable de cadena pesada 109A-H

<220>

<221> sig_peptide

<222> (1)..(19)

<400> 30

gggcetgetg

tectgtecctg
cgtgteocacce
tcagectgetg
ctooggaage
cctgtactac

ggagatcaag

gtgetgttee
ccetgtgacee
tecggetact
atctacctgg
ggcaccgctt

tgccagcact

36

tgcctgecat
ctggegagec
cctacctgea
cctectacct
ttaccctgaa

cocgyggacct

geggtgegag
tgectecate
ctggtatetyg
ggagtccgge
gatctccecgg

gcctctgace

gcggtgegac
tgcetecate
ctggtatctg
ggagtccggce
gatctccaga

gcctectgace

60

120

180

240

300

360

390

&0

120

180

240

300

360

390



10

15

<210> 31

Met

Ala

Pro

Thr

Glu

65

Glu

Thr

Tyr

Trp

<211> 466
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cadena pesada de longitud completa 409A-H

<220>

Asp

Hisg

Gly

Asn
50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Gly
130

<221> sig_peptide

<222> (1)..(19)

<400> 31

Trp

Ser

Ala

35

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

115

Gln

Thr

Gln

20

Ser

Tyr

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gly

Trp

Val

Val

Met

Gly

Asn

85

Glu

Arg

Thr

ES 2676205 T3

Ser

Gln

Lys

Tyr

Ile

70

Arg

Len

Arg

Thr

Ile

Leu

Val

Trp

55

Asn

Val

Lys

Asp

Val
135

Len

Val

Ser

40

Val

Pro

Thr

Ser

Tyr

120

Thr

37

Phe

Gln

25

Cys

Ser

Leu

Len

105

Arg

Val

Len

10

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

90

Gln

Phe

Ser

Val

Gly

Ala

Ala

Gly

75

Thr

Phe

Asp

Ser

Ala

Val

Ser

Pro

60

Gly

Asp

Asp

Ala

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Ser

Asp

Gly
125

Pro

Val

30

Tyr

Gln

Asn

Ser

Thr

110

Phe

Thr

15

Lys

Thr

Gly

Phe

Thr

95

Ala

Asp

Gly

Lys

Phe

Len

Asn

80

Thr

Val

Tyr



Met

Val

Pro

Thr

Glu

65

Glu

Thr

Tyr

Trp

Pro

145

Thr

Thr

Pro

Thr

Asp
225

Ala

Gly

Asn
50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Gly

130

Ser

Ala

Val

Ala

Val

210

His

Val

Ser

Ala

35

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

115

Gln

Val

Ala

Ser

Val

195

Pro

Lys

Leu

Gln

20

Ser

Tyr

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gly

Phe

Trp

180

Leu

Ser

Pro

Gly

Val

Val

Met

Gly

Asn

85

Glu

Arg

Thr

Pro

Gly

165

Asn

Gln

Ser

Ser

ES 2676205 T3

Leu

Gln

Lys

Tyr

Ile

70

Arg

Leu

Arg

Thr

Leu

150

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn
230

Leu

Val

Trp

55

Asn

Val

Lys

Asp

Val

135

Ala

Gly

Ser

Leu

215

Thr

Phe

Val

Ser

40

Val

Pro

Thr

Ser

Tyr

120

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

200

Gly

Lys

38

Cys

Gln

25

Cys

Arg

Ser

Leu

105

Arg

Val

Cys

Lys

Leu

185

Leu

Thr

Val

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

90

Gln

Phe

Ser

Ser

Asp

170

Thr

Tyr

Lys

Asp

Val

Gly

Ala

Ala

Gly

15

Thr

Phe

Asp

Ser

Arg

155

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys
235

Thr

Val

Ser

Pro

60

Gly

Asp

Asp

Met

Ala

140

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

220

Arg

Phe

Glu

Gly

Gly

Thr

Ser

Asp

Gly

125

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

205

Thr

Val

Pro

Val

30

Tyr

Gln

Asn

Ser

Thr

110

Phe

Thr

Ser

Glu

His

190

Ser

Cys

Glu

Ser

15

Lys

Thr

Gly

Phe

Thr

95

Ala

Asp

Lys

Glu

Pro

175

Thr

Val

Asn

Ser

Cys

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Thr

Val

Tyr

Gly

Ser

160

Val

Phe

Val

Val

Lys
240



Tyr

Pro

Ser

Asp

Asn

305

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

385

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
465

<210> 32
<211> 130

Gly

Ser

Arg

Pro

290

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

370

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

450

Lys

Pro

Val

Thr

275

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

355

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

435

Leu

Pro

Phe

260

Pro

Val

Thr

Val

Cys

340

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

420

Trp

His

Cys

245

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

325

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

405

Gly

Gln

Asn

ES 2676205 T3

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

310

Thr

Val

Ala

Gln

Gly

390

Pro

Ser

Glu

His

Pro

Pro

Thr

Asn

295

Val

Ser

Lys

Glu

375

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
455

Cys

Pro

Cys

280

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

360

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

440

Thr

39

Fro

Lys

265

Val

Tyr

Glu

His

Lys

345

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

425

Val

Gln

Ala

250

Pro

Val

Val

Gln

Gln

330

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

410

Tyr

Phe

Lys

Fro

Lys

Val

Asp

Phe

315

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

395

Lys

Ser

Ser

Ser

Glu

Asp

Asp

Gly

300

Asn

Trp

Pro

Glu

Aszn

380

Ile

Thr

Arg

Cys

Leu
460

Phe

Thr

Val

285

Val

Ser

Leu

Ser

Pro

365

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

445

Ser

Leu

Leu

270

Ser

Glu

Thr

Aszn

Ser

350

Gln

Val

Val

Pro

Thr

430

Val

Leu

Gly

255

Met

Gln

Val

Tyr

Gly

335

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

415

Val

Met

Ser

Gly

Ile

Glu

His

Arg

320

Lys

Glu

Tyr

Leu

400

Val

Asp

His

Leu
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regidn variable de cadena ligera KO9A-L-11

<220>

<221> sig_peptide
<222> (1)..(19)
<400> 32

Met Ala Pro Val Gln Leu Leu Gly
1 5

Met Arg Cys Glu Ile Val Leu Thr
20

Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu

Ser Thr Ser Gly Tyr Ser Tyr Leu
50 55

Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr
65 70

Vval Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser
85

Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro Glu
100

His Ser Arg Asp Leu Pro Leu Thr
115 120

Ile Lys
130
<210> 33
<211> 130
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region variable de cadena ligera KO9A-L-16

<220>
<221> sig_peptide
<222> (1)..(19)

<400> 33

40

Leu

Gln

25

Ser

His

Leu

Gly

Asp

105

Phe

Leu

10

Ser

Cys

Trp

Ala

Ser

20

Phe

Gly

Val

Pro

Arg

Tyr

Ser

75

Gly

Ala

Leu

Ala

Ala

Gln

60

Tyr

Thr

Val

Phe

Thr

Ser

45

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr
125

Leu

Leu

30

Lys

Lys

Glu

Phe

Tyr

110

Lys

Pro

15

Ser

Gly

Pro

Ser

Thr

95

Cys

Val

Ala

Leu

Val

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
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15

Met Ala Pro

Met Arg Cys

Thr Pro Gly
35

Ser Thr Ser
50

Gln Ser Pro
65

Val Pro Asp

Lys Ile Ser

His Ser Arg
115

Ile Lys
130
<210> 34
<211> 130
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region variable de cadena ligera KO9A-L-17

<220>
<221> sig_peptide
<222> (1)..(19)

<400> 34

Val

Glu

20

Glu

Gly

Gln

Arg
100

Asp

Gln

Ile

Pro

Tyr

Leu

Phe

85

Val

Len

ES 2676205 T3

Leu

Val

Ala

Ser

Leu

70

Ser

Glu

Pro

Leu

Leu

Ser

Tyr

55

Ile

Gly

Ala

Leu

Gly

Thr

Ile

40

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr
120

Leun

Gln

25

Ser

His

Leu

Gly

Asp

105

Phe

Leu

10

Ser

Cys

Trp

Ala

Ser

90

Val

Gly

Val

Pro

Arg

Tyr

Ser

75

Gly

Gly

Gln

Leu

Len

Ala

Leu

60

Tyr

Thr

val

Gly

Phe

Ser

Ser

45

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr
125

Leu

Len

30

Lys

Lys

Glu

Phe

Tyr

110

Lys

Pro

15

Pro

Gly

Pro

Ser

Thr

95

Cys

Leu

Ala

Val

val

Gly

Gly

80

Leu

Gln

Glu

Met Ala Pro Val Gln Leu Leu Gly Leu Leu Val Leu Phe Leu Pro Ala

1

5

10

15

Met Arg Cys Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val
20

25

30

Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ala Ser Lys Gly Val
40

35

41

45



10

15

Ser

Gln
65

vVal

Lys

His

Ile

<210> 35
<211> 469
<212> PRT

Thr

50

Ser

Pro

Ile

Ser

Lys
130

Ser

Pro

Asp

Ser

Arg
115

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly

Gln

Arg

Arg

100

Asp

Tyr

Leu

Phe

85

Vval

Leu

ES 2676205 T3

Ser

Leu

70

Ser

Glu

Pro

Tyr

35

Ile

Gly

Ala

Leu

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr
120

<223> cadena pesada de longitud completa 109A-H

<220>

<221> sig_peptide
<222> (1)..(19)

<400> 35

Met
1

Val

Pro

Thr

Glu

65

Glu

Ala

Leu

Gly

Aszsn

50

Trp

Lys

Val

Ser

Ala

35

Tyr

Met

Phe

Leu

Gln

20

Ser

Tyr

Gly

Lys

Gly

Val

Val

Met

Gly

Asn
85

Leu

Gln

Lys

Tyr

Ile

70

Arg

Leu

Leu

Val

Trp
55

Asn

Val

Phe

Val

Ser

40

Val

Pro

Thr

42

His

Leu

Gly

Asp

105

Phe

Cys

Gln

25

Cys

Arg

Ser

Leu

Trp

Ala

Ser

90

Val

Gly

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr
90

Tyr

Ser

75

Gly

Gly

Gln

Val

Gly

Ala

Ala

Gly

Thr

Leu

60

Tyr

Thr

Leu

Gly

Thr

Val

Ser

Fro

60

Gly

Asp

Gln

Leu

Ala

Tyr

Thr
125

Phe

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Ser

Lys

Glu

Phe

Tyr

110

Lys

Fro

Val

30

Tyr

Gln

Asn

Ser

Pro

Ser

Thr

25

Cys

Leu

Ser

15

Lys

Thr

Gly

Phe

Thr
95

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Cys

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Thr



Thr

Tyr

Trp

Pro

145

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

225

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

305

Thr

Asn

Ala

Tyr

Gly

130

Ser

Ala

val

Ala

Val

210

His

Cys

Gly

Met

Hisg

230

Val

Tyr

Gly

Tyr

Cys

115

Gln

val

ala

Ser

val

195

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

275

Glu

His

Lys

Met

100

Ala

Gly

Phea

Leu

Trp

180

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

260

Ser

Asp

Asn

Val

Glu
340

Glu

Arg

Thr

Pro

Gly

165

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

245

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

325

Tyxr

ES 2676205 T3

Leu

Arg

Thr

Leu

150

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

230

His

Val

Thr

Glu

Lys

310

Ser

Lys

Lys

Asp

val

135

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

215

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

295

Thr

val

Cys

Ser

Tyr

120

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

200

Gly

Lys

Cys

Leu

Gln

280

Lys

Lys

Leu

Lys

43

Leu

105

Arg

Val

Ser

Lys

Leu

185

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

265

val

Phe

Pro

Thr

Val
345

Gln

Phe

Ser

Ser

Asp

170

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

250

Pro

Thr

Asn

Arg

val

330

Ser

Phe

Asp

Ser

Lys

155

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

235

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

315

Leu

Asn

Asp

Met

Ala

140

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

220

Lys

Pro

Lys

val

Tyr

300

Glu

His

Lys

Asp

Gly

125

Ser

Thr

Pro

val

Ser

205

Ile

Val

Ala

Pro

Val

285

Val

Gln

Gln

Ala

Thr

110

Phe

Thr

Ser

Glu

His

190

Ser

Cys

Glu

Prao

Lys

270

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu
350

Ala

Asp

Lys

Gly

Pro

175

Thr

Val

AsSn

Pro

Glu

255

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

335

Pro

Val

Tyr

Gly

Gly

160

val

Phe

Val

Val

Lys

240

Leu

Thr

val

Val

Ser

320

Leu

Ala
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Pro

Gln

Val

385

vVal

Pro

Thr

val

Leu
485

<210> 36
<211> 237
<212> PRT

Ile

Val

370

Ser

Glu

Pro

val

Met

450

Ser

Glu

355

Tyr

Leu

Trp

Vval

Asp

435

His

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

420

Lys

Glu

Gly

Thr

Leu

Cys

Ser

405

Asp

Ser

Ala

Lys

ES 2676205 T3

Ile

Pro

Leu

390

Asn

Ser

Arg

Leu

Ser Lys
360

Pro Ser
375

Val Lys

Gly Gln

Asp Gly

Trp Gln

440

His Asn
455

<223> cadena ligera de longitud completa KO9A-L-11

<220>

<221> sig_peptide

<222> (1)..(19)

<400> 36

Met Ala Pro Val Gln Leu

1

5

Met Arg Cys Glu Ile Val

20

Ser Pro Gly Glu Arg Ala

35

Ser Thr Ser Gly Tyr Ser

50

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

425

Gln

His

Leu Gly Leu

Leu Thr Gln

Thr Leu
40

25

Ser

Tyr Leu His

55

44

Lys

Asp

Phe

Glu

410

Phe

Gly

Tyr

Gly

Glu

Tyr

395

Asn

Phe

Asn

Thr

Gln

Leu

380

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
460

Leu Val Leu

10

Ser Pro Ala

Cys Arg Ala

Trp Tyr Gln

60

Pro

365

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

445

Lys

Fhe

Thr

Ser

45

Gln

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

430

Ser

Ser

Len

Len

30

Lys

Lys

Glu

Asn

Ile

Thr

415

Lys

Cys

Leu

Pro

Gln

Ala

400

Thr

Leu

Ser

Ser

Pro Ala

15

Ser Leu

Gly val

Fro Gly
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15

Gln

65

Val

Thr

His

Ile

Asp

145

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
225

<210> 37
<211> 237
<212> PRT

Ala

Pro

Ile

Ser

Lys

130

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

210

Ser

Pro

Ala

Ser

Arg

115

Arg

Gln

Tyr

Ser

Thr

135

Lys

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

Arg

Arg

Ser

100

Asp

Thr

Leu

Pro

Gly

180

Tyr

His

Val

Leu

Phe

83

Leu

Leu

Val

Lys

Arg

165

Asn

Ser

Lys

Thr

ES 2676205 T3

Leu

70

Ser

Glu

Pro

Ala

Ser

130

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
230

Ile

Gly

Pro

Leu

Ala

135

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

215

Ser

Tyr

Ser

Glu

Thr

120

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

200

Ala

Phe

<223> cadena ligera de longitud completa KO9A-L-16

<220>

<221> sig_peptide

<222> (1)..(19)

<400> 37

Leu

Gly

Asp

105

Phe

Ser

Ala

val

Ser

185

Thr

Cys

Asn

Ala

Ser

90

Fhe

Gly

val

Ser

Gln

170

val

Len

Glu

Arg

Ser

75

Gly

Ala

Gly

Phe

Val

155

Thr

Thr

val

Gly
235

Tyr

Thr

Val

Gly

Ile

140

Val

Lys

Glu

Len

Thr

220

Glu

Leu

Asp

Tyr

Thr

125

Phe

Cys

val

Gln

Ser

205

His

Cys

Glu

Phe

Tyr

110

Lys

Pro

Len

Asp

Asp

130

Lys

Gln

Ser

Thr

95

Cys

val

Pro

Len

Asn

175

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

Asn

160

Ala

Lys

Asp

Leu

Met Ala Prc Val Gln Leu Leu Gly Leu Leu Val Leu Phe Leu Pro Ala

1

5

45

10

15



Met Arg Cys

Thr Pr¢ Gly
35

Ser Thr Ser
50

Gln Ser Pro
65

Val Pro Asp

Lys Ile Ser

His Ser Arg
115

Ile Lys Arg
130

Asp Glu Gln
145

Asn Phe Tyr

Leu Gln Ser

Asp Ser Thr
195

Tyr Glu Lys
210

Sar Sear Pro
225

<210> 38

<211> 237

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Glu

20

Glu

Gly

Gln

Arg

Arg

100

Asp

Thr

Leu

Pro

Gly

180

Tyr

His

Val

Ile

Pro

Tyr

Leu

Phe

85

Val

Leu

Val

Lys

Arg

165

Aszsn

Ser

Lys

Thr

ES 2676205 T3

Val

Ala

Ser

Leu

70

Ser

Glu

Pro

Ala

Ser

150

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
230

Leu

Ser

Tyr

35

Ile

Gly

Ala

Leu

Ala

135

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

215

Ser

Thr

Ile

40

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

120

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

200

Ala

Phe

46

Gln

25

Ser

His

Leu

Gly

Asp

105

Phe

Ser

Ala

Val

Ser

185

Thr

Cys

Aszn

Ser

Cys

Trp

Ala

Ser

80

Val

Gly

Val

Ser

Gln

170

Val

Leu

Glu

Arg

Pro

Arg

Tyr

Ser

75

Gly

Gly

Gln

Phe

Val

155

Thr

Thr

Val

Gly
235

Leu

Ala

Leu

60

Tyr

Thr

Val

Gly

Ile

140

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

220

Glu

Ser

Ser

45

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

125

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

205

His

Cys

Leu

30

Lys

Lys

Glu

Phe

Tyr

110

Lys

Fro

Leu

Asp

Asp

190

Lys

Gln

Pro

Gly

Pro

Ser

Thr

85

Cys

Leu

Fro

Leu

Aszn

175

Ser

Ala

Gly

Val

Val

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

Asn

160

Ala

Lys

Asp

Leu
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<220>
<223> cadena ligera de longitud completa KO9A-L-17

<220>
<221> sig_peptide
<222> (1)..(19)

<400> 38

47



Met

Met

Thr

Ser

Gln

65

Val

Lys

His

Ile

Asp

145

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ala

Arg

Pro

Thr

50

Ser

Pro

Ile

Ser

Lys

130

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

Pro

Cys

Gly

35

Ser

Pro

Asp

Ser

Arg
115

Arg

Gln

Tyr

Ser

Thr

155

Lys

val

Asp

20

Glu

Gly

Gln

Arg

Arg

100

Asp

Thr

Leu

Pro

Gly

180

Tyr

His

210

Gln

Ile

Fro

Tyr

Len

Phe

85

val

Leu

Val

Lys

Arg

165

Asn

Ser

Lys

ES 2676205 T3

Leu

Val

Ala

Ser

Leu

70

Ser

Glu

Pro

Ala

Ser

150

Glu

Ser

Leu

vVal

Leu

Met

Ser

Tyr

55

Ile

Gly

Ala

Leu

Ala

135

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

Gly

Thr

Ile

40

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr
120

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

200

Ala

Leu

Gln

25

Ser

His

Leu

Gly

Asp

105

Phe

Ser

Ala

Val

Ser

185

Thr

Cys

215

Leu

10

Thr

Cys

Trp

Ala

Ser

val

Gly

Val

Ser

Gln

170

Val

Leu

Glu

val

Pro

Arg

Tyr

Ser

75

Gly

Gly

Gln

Phe

val

155

Trp

Thr

Thr

Val

Leu Phe

Leu Ser

Ala Ser

45

Leun Gln
60

Tyr Leu

Thr aAla

Leu Tyr

Gly Thr
125

Ile Phe

140

Vval Cys

Lys Val

Glu Gln

Leu Ser

205

Thr His

Leun

Leu

Lys

Lys

Glu

Phe

Tyr

110

Lys

Pro

Leu

Asp

Asp

130

Lys

Gln

220

Pro

15

Pro

Gly

Pro

Ser

Thr

95

Cys

Leu

Pro

Leu

Asn

175

Ser

Ala

Gly

Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

225

230

48

235

Ala

Val

val

Gly

Gly

8O

Leu

Gln

Glu

Ser

Asn

160

Ala

Lys

Asp

Leu
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacion liofilizada estable de un anticuerpo anti-PD-1 humano, producido liofilizando una solucién acuosa
que comprende:

25-100 mg/ml del anticuerpo anti-PD-1 humano;
70 mg/ml de sacarosa;

0,2 mg/ml de polisorbato 80; y

tampon Histidina 10 MM a pH 5,0-pH 6,0y

en la que el anticuerpo, comprende:

una cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 20 a 237 de SEQ ID NO: 36 y una cadena pesada
que comprende los restos de aminoacidos 20 a 466 de SEQ ID NO: 31.

2. Una formulacién farmacéutica liquida estable de un anticuerpo anti-PD-1 humano, que comprende:

25-100 mg/ml del anticuerpo anti-PD-1 humano;
70 mg/ml de sacarosa;

0,2 mg/ml de polisorbato 80; y

tampon Histidina 10 mM a pH 5,0 - pH 6,0,

en la que el anticuerpo, comprende:

una cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 20 a 237 de SEQ ID NO: 36 y una cadena pesada
que comprende los restos de aminoacidos 20 a 466 de SEQ ID NO: 31.

3. La formulacion de las reivindicaciones 1 o 2, en la que el anticuerpo anti-PD-1 humano esta presente a 25 mg/ml
en la solucién acuosa.

4. La formulacion de las reivindicaciones 1, 2 o 3, en la que la solucién acuosa tiene un pH de 5,5.
5. La formulacion de cualquier reivindicacién anterior, en la que el anticuerpo es h409A11.

6. La formulacion farmacéutica liofilizada estable de la reivindicacion 1, en la que la solucion acuosa comprende 25,0
mg/ml del anticuerpo anti-PD-1 humano, 1,55 mg/ml de histidina, 0,2 mg/ml de polisorbato 80, 70 mg/ml de sacarosa
y tiene un pH de 5,5; en la que el anticuerpo anti-PD-1 humano es h409A11.

7. Una formulacion farmacéutica liquida de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, para su uso en un método
de tratamiento por terapia.

8. La formulacion farmacéutica liquida para su uso de la reivindicacion 7 en donde la terapia es el tratamiento de
cancer.

9. La formulacién farmacéutica liquida para su uso de la reivindicacion 8, en donde se administra una dosis
seleccionada de 1,0, 3,0 y 10 mg/kg a intervalos de 14 dias o 21 dias a lo largo de todo el transcurso del tratamiento.

10. La formulacion farmacéutica liquida para su uso de la reivindicacién 8, en la que el anticuerpo anti-PD-1 humano,
o un fragmento de union a antigeno del mismo se administran en una dosis de 5,0 mg/kg o 10 mg/kg administrada a
intervalos de cada 2 semanas o de cada 3 semanas a lo largo de todo el transcurso del tratamiento.

11. La formulacién farmacéutica liquida para su uso de la reivindicacién 8, en donde la terapia es el tratamiento de
melanoma, en donde el anticuerpo anti-PD-1 humano, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, se
administran en una dosis de 3,0 mg/kg administrada a intervalos de cada 3 semanas a lo largo de todo el transcurso
del tratamiento.

12. La formulacion farmacéutica liquida para su uso de la reivindicacion 8, que se administra en una infusién IV de
30 minutos.

13. La formulacion farmacéutica liquida para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 8-12, en donde el
tratamiento es de un sujeto sin tratamiento previo.

14. La formulacién farmacéutica liquida para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 8-12, en donde el
tratamiento es de un sujeto que ha sido previamente tratado con productos quimioterapéuticos adicionales.
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