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DESCRIPCION
Procedimientos de tratamiento de canceres usando antagonistas de la unién al eje de PD-1 y taxanos
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un anticuerpo antagonista de PD-L1 para su uso en procedimientos de tratamiento de
canceres y para potenciar la funcién inmunitaria en un individuo que tiene cancer en combinacién con nab-paclitaxel y
carboplatino.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La provision de dos sefales distintas a los linfocitos T es un modelo ampliamente aceptado para la activaciéon de los
linfocitos T en reposo por parte de células presentadoras de antigenos (APC). Este modelo proporciona ademas la
discriminacion entre la tolerancia autoinmunolégica y no autoinmunolégica. La sefal primaria, o sefial especifica de
antigeno, se transduce a través del receptor de linfocitos T (TCR) después del reconocimiento del péptido del
xenoantigeno presentado en el contexto del complejo principal de histocompatibilidad (MHC). La segunda sefial, o sefial
coestimuladora, se envia a los linfocitos T a través de moléculas coestimuladoras expresadas en APC, e induce a los
linfocitos T a promover la expansion clonal, la secrecion de citocinas y la funcion efectora. En ausencia de coestimulacion,
los linfocitos T se pueden volver insensibles a la estimulacion antigénica, lo que da como resultado una respuesta
tolerogénica a antigenos exégenos o endégenos.

En el modelo de dos sefiales, los linfocitos T reciben sefales coestimuladoras secundarias positivas y negativas. La
regulacion de dichas sefales positivas y negativas es fundamental para maximizar las respuestas inmunitarias protectoras
del huésped, mientras se mantiene la tolerancia inmunoldgica y se previene la autoinmunidad. Las sefiales secundarias
negativas parecen necesarias para la induccién de la tolerancia de linfocitos T, mientras que las sefiales positivas
promueven la activacién de linfocitos T. Si bien el modelo simple de dos sefales aun proporciona una explicacién valida
para los linfocitos indiferenciados, la respuesta inmunitaria de un huésped es un proceso dinamico, y también se pueden
proporcionar sefiales coestimuladoras a linfocitos T expuestos al antigeno.

El mecanismo de coestimulacion es de interés terapéutico porque la manipulacién de las sefales coestimuladoras
proporciona un medio para potenciar o terminar la respuesta inmunitaria celular. La disfuncién o anergia de los linfocitos
T se produce simultaneamente con una expresion inducida y mantenida del receptor inhibidor, el polipéptido de la muerte
programada 1 (PD-1), que se une a ligandos que incluyen PD-L1 y PD-L2. PD-L1 se sobreexpresa en muchos tipos de
cancer y a menudo se asocia con un mal prondstico. La mayoria de los linfocitos T infiltrantes de tumores expresan
predominantemente PD-1, a diferencia de los linfocitos T en tejidos normales y los linfocitos T de sangre periférica, lo que
indica que la regulacion por incremento de PD-1 en linfocitos T reactivos al tumor puede contribuir al deterioro de las
respuestas inmunitarias antitumorales. Esto se puede deber a la explotaciéon de la sefalizacion de PD-L1 mediada por
células tumorales que expresan PD-L1 que interactuan con linfocitos T que expresan PD-1, lo que da como resultado la
atenuacion de la activacion de los linfocitos T y la evasion de la vigilancia inmunitaria. Por lo tanto, la inhibicion de la
interaccion de PD-L1/PD-1 puede potenciar la destruccion de tumores mediada por linfocitos T CD8+.

Zhang et al., MOLECULAR INMUNOLOGY, 45(5) 1470-6 (2008) ensefia que los "agentes quimiopreventivos", a saber,
paclitaxel, etopdsido o 5-fluorouracilo, inducen la induccién de la expresion en la superficie de PD-L1 en células de cancer
de mama e inducen la expresion en la superficie de PD-L1 en células de cancer de mama humano, que a continuacion
promovia la apoptosis de linfocitos T mediada por PD-L1. Ascierto ef al., SEMINARS IN ONCOLOGY, 37(5) 508-16 (2010)
informa de que, en un modelo murino de cancer pancreatico, los anticuerpos anti-PD1 y PD-L1 inhibieron el crecimiento
tumoral y se sugiere que la via de PD1/PD-L1 "fue crucial para el crecimiento del cancer pancreatico". Ascierto también
ensefia que una combinacién de gemcitabina con bloqueo de PD-1 ejercia un efecto antitumoral sinérgico sobre el cancer
pancreatico.

Un tratamiento terapéutico éptimo puede combinar el bloqueo de la interaccion de receptor de PD-1/ligando con un agente
que inhibe directamente el crecimiento tumoral. Sigue existiendo la necesidad de un tratamiento 6ptimo para tratar,
estabilizar, prevenir y/o retrasar el desarrollo de diversos canceres.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un antagonista de la uniéon a PD-L1 para su uso en un procedimiento para tratar o
retrasar la progresion del carcinoma de pulmén no microcitico en un individuo, en el que el antagonista de la unién a PD-
L1 se administra en combinacién con nab-paclitaxel y carboplatino, y en el que el antagonista de la unién a PD-L1 es un
anticuerpo.

En algunos modos de realizacion, el antagonista de la unién a PD-L1 inhibe la union de PD-L1 a PD-1. En algunos modos
de realizacion, el antagonista de la unién a PD-L1 inhibe la unién de PD-L1 a B7-1. En algunos modos de realizacion, el
antagonista de la unién a PD-L1 inhibe la uniéon de PD-L1 tanto a PD-1 como a B7-1. En algunos modos de realizacion,
el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en: YW243.55.S70, MPDL3280A, MDX-1105 y MEDI4736. En algunos
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modos de realizacion, el anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende una secuencia de HVR-H1 de SEQ
ID NO:19, una secuencia de HVR-H2 de SEQ ID NO:20 y una secuencia de HVR-H3 de SEQ ID NO:21; y una cadena
ligera que comprende una secuencia de HVR-L1 de SEQ ID NO:22, una secuencia de HVR-L2 de SEQ ID NO:23 y una
secuencia de HVR-L3 de SEQ ID NO:24. En algunos modos de realizacion, el anticuerpo comprende una region variable
de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26 y una region variable de cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4.

En cualquiera de los modos de realizacién anteriores, el individuo tiene cancer o se ha diagnosticado de cancer. En
algunos modos de realizacion, las células cancerosas en el individuo expresan PD-L1.

En cualquiera de los modos de realizacion anteriores, el tratamiento puede dar como resultado una respuesta en el
individuo. En algunos modos de realizacion, la respuesta inmunitaria es una respuesta completa. En algunos modos de
realizacion, la respuesta es una respuesta mantenida después de la interrupcién del tratamiento. En algunos modos de
realizacion, la respuesta es una respuesta completa que se mantiene después de la interrupcion del tratamiento.

En cualquiera de los modos de realizacion anteriores, el nab-paclitaxel (ABRAXANE®) se administra antes del antagonista
de la unién al eje de PD-1, simultineamente con el antagonista de la unién al eje de PD-1 o después del antagonista de
la unién al eje de PD-1.

En algunos modos de realizacion, el antagonista de la union al eje de PD-1 y/o el nab-paclitaxel se administran por via
intravenosa, intramuscular, subcutanea, tépica, oral, transdérmica, intraperitoneal, intraorbital, por implantacion, por
inhalacién, por via intratecal, intraventricular o intranasal.

Se debe entender que una, algunas o la totalidad de las propiedades de los diversos modos de realizaciéon descritos en
el presente documento se pueden combinar para formar otros modos de realizacidon de la presente invencion. Estos y
otros aspectos de la invencién seran evidentes para un experto en la técnica. Estos y otros modos de realizacion de la
invencién se describen adicionalmente mediante la descripcién detallada que sigue.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIGURA 1 es un grafico que muestra que la politerapia de anticuerpo anti-PD-L1 y paclitaxel + carboplatino demuestra
un efecto antitumoral sinérgico en comparacioén con el anticuerpo de control o paclitaxel + carboplatino solo en el modelo
de tumor colorrectal MC38 singénico en ratones C57BL/6. El grafico muestra los ajustes de splines cubicos de los
volumenes tumorales de cada grupo de tratamiento en funcion del tiempo. Un ajuste de splines cubicos es un algoritmo
matematico que elige la mejor curva suave que ajusta todos los datos por grupo de tratamiento. Los ratones con tumores
MC38 subcuténeos establecidos de aproximadamente 100-200 mm? se trataron con una dosis Unica de carboplatino a
80 mg/kg mediante inyeccion intraperitoneal (i.p.) mas paclitaxel a 10 mg/kg inyectado por via intravenosa (i.v.) y
anticuerpo anti-gp120 o anti-PD-L1 (clon 25A1 migG2a.DANA) a 10 mg/kg administrado 3 veces a la semana durante 3
semanas. N = 10 ratones/grupo.

Las FIGURAS 2A y 2B son graficos que muestran que la dexametasona (Dex) anula la eficacia de la monoterapia con el
anticuerpo anti-PD-L1 (aPD-L1) en el modelo de tumor colorrectal MC38 singénico en ratones C57BL/6. La figura 2A
muestra los ajustes de splines cubicos de los volimenes tumorales de cada grupo de tratamiento, mientras que la figura
2B muestra graficos para ratones individuales (graficos de Trellis) (las curvas negras muestran ajustes de splines cubicos
de los volumenes tumorales para cada grupo de tratamiento). Cada grafico en la figura 2B contiene una linea discontinua
que representa el ajuste de splines cubicos del grupo de control. Para la figura 2B, las lineas discontinuas horizontales a
aproximadamente 300 mm?3 son una referencia para el volumen de progresion (2x el volumen tumoral inicial). Un volumen
tumoral por debajo de 32 mm? (indicado por lineas discontinuas horizontales en la figura 2B) es visible, pero demasiado
pequefo para que se mida con exactitud. Los ratones con tumores MC38 subcutaneos establecidos de aproximadamente
100-200 mm?3 se trataron con una dosis Unica de solucion salina o dexametasona a 4 mg/kg i.v. y, 12 horas después, se
trataron con anticuerpo de control anti-gp120 o anti-PD-L1 (clon 25A1.mIgG2a.DANA) a 10 mg/kg i.p. 3 veces a la semana
durante 3 semanas. N = 10 ratones/grupo.

La FIGURA 3 es un grafico que muestra que la dexametasona inhibe las respuestas de los linfocitos T especificos de
antigeno en un modelo de transferencia de linfocitos T y vacunacion adoptivas de OTI. Los linfocitos T CD8+ se purificaron
de ratones OTI Thy1.1 y se inyectaron i.v. a 2,5 millones de células/ratén. Al dia siguiente, los ratones receptores se
vacunaron i.p. con 250 ng de anticuerpo anti-DEC205 fusionado a ovoalbumina de longitud completa, mas una dosis Unica
de solucion salina o dexametasona a 4 mg/kg i.v. Dos dias después, los ratones se sacrificaron y se contaron las células
OTI CD8+ totales de los bazos mediante citometria de flujo. N = 5 ratones/grupo, cada simbolo representa un raton
individual. Valor de p calculado por la prueba de la t para datos independientes bilateral.

Las FIGURAS 4A y 4B son graficos que muestran que la politerapia de anticuerpo anti-PD-L1 y nab-paclitaxel
(ABRAXANE®, Abx) + carboplatino (Carbo) dio como resultado un potente efecto antitumoral sinérgico y logré respuestas
completas duraderas (4/8 ratones) que duré mas de 90 dias en el modelo de tumor colorrectal MC38 singénico en ratones
C57BL/6. El grafico muestra el volumen tumoral en funcién del tiempo. La figura 4A muestra los ajustes de splines cubicos
de los volumenes tumorales de cada grupo de tratamiento, mientras que la figura 4B muestra los graficos de Trellis para
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ratones individuales (las curvas negras muestran los ajustes de splines cubicos de los voliumenes tumorales para cada
grupo de tratamiento). Cada grafico en la figura 4B contiene una linea discontinua que representa el ajuste de splines
cubicos del grupo de control. Para la figura 4B, las lineas discontinuas horizontales a aproximadamente 600 mm? son una
referencia para el volumen de progresion (2x el volumen tumoral inicial). Un volumen tumoral por debajo de 32 mm3
(indicado por lineas discontinuas horizontales en la figura 4B) es visible, pero demasiado pequefio para que se mida con
exactitud. Los ratones con tumores MC38 subcutaneos establecidos de aproximadamente 300 mm? se trataron con
anticuerpo de control anti-gp120 o anticuerpo anti-PD-L1 (clon YW243.55.S70 mlgG2a.DANA) administrado por inyeccién
i.p. a 10 mg/kg 3 veces a la semana durante 3 semanas, mas solucién salina o carboplatino a 75 mg/kg i.p. a la semana
durante 3 semanas mas ABRAXANE® a 15 mg/kg i.v. a la semana durante 3 semanas, como se indica. N=8
ratones/grupo.

Las FIGURAS 5A y 5B son graficos que muestran que los ratones curados previamente de tumores primarios MC38 (los
ratones que lograron respuestas completas descritos en la figura 1A) con tratamiento con anticuerpo anti-PD-L1 y nab-
paclitaxel (ABRAXANE®) + carboplatino generan respuestas de memoria de linfocitos T antitumorales. Tras una
reexposicidon secundaria con nuevas células tumorales MC38, los tumores no lograron crecer en el 100 % (4/4) de los
ratones curados. La figura 5A muestra que los esplenocitos obtenidos 7 dias después de la exposicion secundaria tienen
nameros de linfocitos T CD4+ y CD8+ similares a los ratones no expuestos previamente con exposicion primaria. La figura
5B muestra los resultados del analisis de citometria de flujo que muestra que, tras la estimulacion in vitro con PMA mas
ionomicina, los linfocitos T de ratones curados han potenciado la produccién de interferén-y (IFN-y) en comparacion con
los ratones con exposicion primaria como se evalua por tincidn intracelular de citocinas. Las barras de error indican una
desviacién estandar de n =5 (ratones con exposicidon primaria) o n = 4 (ratones curados, exposicidon secundaria) y los
graficos de puntos citométricos de flujo son representativos de un raton de cada grupo. Los valores de p se calcularon por
la prueba de la t para datos independientes bilateral.

Las FIGURAS 6A y 6B son graficos que muestran los resultados de un ensayo clinico de fase 1b que somete a prueba la
eficacia de la politerapia del anticuerpo anti-PD-L1 (MPDL3280A) con un taxano y carboplatino. La figura 6A es un grafico
que muestra los cambios en el tamafio del tumor a lo largo del tiempo después del tratamiento con MPDL3280A, nab-
paclitaxel (ABRAXANE®) y carboplatino. La tasa de respuesta objetiva (TRO) fue de 9/14 pacientes, con 3 respuestas
completas (RC) y 6 respuestas parciales (RP). La figura 6B es un grafico que muestra los cambios en el tamafio del tumor
a lo largo del tiempo después del tratamiento con MPDL3280A con paclitaxel + carboplatino. La TRO fue de 2/6 pacientes
(33 %), con 2 respuestas parciales.

DESCRIPCION DETALLADA DE LOS MODOS DE REALIZACION DE LA INVENCION
1. Definiciones

Antes de describir la invencion en detalle, se debe entender que la presente invencion no se limita a composiciones o
sistemas bioldgicos particulares, que pueden, por supuesto, variar. Se debe entender también que la terminologia usada
en el presente documento se utiliza con el propésito de describir unicamente modos de realizacion particulares y no
pretende ser limitante.

Como se usa en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "uno/a" y "el/la"
incluyen las referencias plurales a menos que el contenido lo indique claramente de otro modo. Por tanto, por ejemplo, la
referencia a "una molécula" incluye opcionalmente una combinacion de dos o mas de dichas moléculas, y similares.

El término "aproximadamente" como se usa en el presente documento se refiere al intervalo de error habitual para el valor
respectivo facilmente conocido por el experto en este campo técnico. La referencia a "aproximadamente" un valor o
parametro en el presente documento incluye (y describe) modos de realizacion que estan dirigidos a ese valor o parametro
per se.

Se entiende que los aspectos y modos de realizacion de la invencién descrita en el presente documento incluyen "que

comprende", "que consiste en" y "que consiste esencialmente en" aspectos y modos de realizacion.

El término "antagonista de la union al eje de PD-1" se refiere a una molécula que inhibe la interaccion de un compafero
de unién al eje de PD-1 con uno o bien mas de sus comparieros de union, para eliminar la disfuncién de los linfocitos T
que resulta de la sefalizacion en el eje de sefalizacion de PD-1, siendo un resultado el restablecimiento o potenciacion
de la funcién de los linfocitos T (por ejemplo, proliferacién, produccién de citocinas y/o destruccion de las células diana).
Como se usa en el presente documento, un antagonista de la union al eje de PD-1 incluye un antagonista de la unién a
PD-1, un antagonista de la unién a PD-L1 y un antagonista de la unién a PD-L2.

El término "antagonista de la unién a PD-1" se refiere a una molécula que disminuye, bloquea, inhibe, anula o interfiere
en la transduccion de sefiales que resulta de la interaccion de PD-L1 con uno o mas de sus companieros de union, tales
como PD-L1 y/o PD-L2. En algunas divulgaciones, el antagonista de la unién a PD-1 es una molécula que inhibe la union
de PD-1 a uno o mas de sus compafieros de unién. En un aspecto especifico, el antagonista de la uniéon a PD-1 inhibe la
union de PD-1 a PD-L1 y/o PD-L2. Por ejemplo, los antagonistas de la unién a PD-1 incluyen anticuerpos anti-PD-1,
fragmentos de unién a antigeno de los mismos, inmunoadhesinas, proteinas de fusion, oligopéptidos y otras moléculas
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que disminuyen, bloquean, inhiben, anulan o interfieren en la transduccion de sefiales resultante de la interaccion de PD-
1 con PD-L1 y/o PD-L2. En una divulgacion, un antagonista de la unién a PD-1 reduce la sefial coestimuladora negativa
mediada por o a través de proteinas de la superficie celular expresadas en la sefializacion mediada por linfocitos T a
través de PD-1, para hacer que un linfocito T disfuncional sea menos disfuncional (por ejemplo, potenciando las
respuestas efectoras al reconocimiento de antigenos). En algunas divulgaciones, el antagonista de la union a PD-1 es un
anticuerpo anti-PD-1. En un aspecto especifico, un antagonista de la uniéon a PD-1 es MDX-1106 (nivolumab), descrito en
el presente documento. En otro aspecto especifico, un antagonista de la unién a PD-1 es MK-3475 (lambrolizumab),
descrito en el presente documento. En otro aspecto especifico, un antagonista de la uniéon a PD-1 es CT-011 (pidilizumab),
descrito en el presente documento. En otro aspecto especifico, un antagonista de la uniéon a PD-1 es AMP-224, descrito
en el presente documento.

El término "antagonista de la unién a PD-L1" se refiere a una molécula que disminuye, bloquea, inhibe, anula o interfiere
en la transduccion de sefiales resultante de la interaccion de PD-L1 con uno o bien mas de sus compafieros de unién,
tales como PD-1 y/o B7-1. En algunas divulgaciones, un antagonista de la uniéon a PD-L1 es una molécula que inhibe la
union de PD-L1 a sus compafieros de unién. En un aspecto especifico, el antagonista de la uniéon a PD-L1 inhibe la union
de PD-L1 a PD-1 y/o B7-1. En algunas divulgaciones, los antagonistas de la unién a PD-L1 incluyen anticuerpos anti-PD-
L1, fragmentos de unién a antigeno de los mismos, inmunoadhesinas, proteinas de fusion, oligopéptidos y otras moléculas
que disminuyen, bloguean, inhiben, anulan o interfieren en la transduccién de sefiales resultante de la interaccion de PD-
L1 con uno o mas de sus compafieros de union, tales como PD-1 y/o B7-1. En una divulgacién, un antagonista de la unién
a PD-L1 reduce la sefal coestimuladora negativa mediada por o a través de proteinas de la superficie celular expresadas
en la sefalizacion mediada por linfocitos T a través de PD-L1, para hacer que un linfocito T disfuncional sea menos
disfuncional (por ejemplo, potenciando las respuestas efectoras al reconocimiento de antigenos). En algunas
divulgaciones, un antagonista de la uniéon a PD-L1 es un anticuerpo anti-PD-L1. En un aspecto especifico, un anticuerpo
anti-PD-L1 es YW243.55.S70, descrito en el presente documento. En otro aspecto especifico, un anticuerpo anti-PD-L1
es MDX-1105, descrito en el presente documento. Todavia en otro aspecto especifico, un anticuerpo anti-PD-L1 es
MPDL3280A, descrito en el presente documento. Todavia en otro aspecto especifico, un anticuerpo anti-PD-L1 es
MEDI4736, descrito en el presente documento.

El término "antagonistas de la unién a PD-L2" se refiere a una molécula que disminuye, bloquea, inhibe, anula o interfiere
en la transduccion de sefiales resultante de la interaccion de PD-L2 con uno o bien mas de sus compafieros de unién,
tales como PD-1. En algunas divulgaciones, un antagonista de la unién a PD-L2 es una molécula que inhibe la unién de
PD-L2 a uno o mas de sus compafieros de unién. En un aspecto especifico, el antagonista de la unién a PD-L2 inhibe la
union de PD-L2 a PD-1. En algunas divulgaciones, los antagonistas de PD-L2 incluyen anticuerpos anti-PD-L2, fragmentos
de unién a antigeno de los mismos, inmunoadhesinas, proteinas de fusion, oligopéptidos y otras moléculas que
disminuyen, bloquean, inhiben, anulan o interfieren en la transduccién de sefiales resultante de la interaccion de PD-L2
con uno o mas de sus compaieros de union, tal como PD-1. En una divulgacion, un antagonista de la unién a PD-L2
reduce la sefal coestimuladora negativa mediada por o a través de proteinas de la superficie celular expresadas en la
sefalizacion mediada por linfocitos T a través de PD-L2, para hacer que un linfocito T disfuncional sea menos disfuncional
(por ejemplo, potenciando las respuestas efectoras al reconocimiento de antigenos). En algunas divulgaciones, un
antagonista de la unién a PD-L2 es una inmunoadhesina.

Un "taxano" como se usa en el presente documento es un diterpeno que se puede unir a la tubulina, promoviendo el
ensamblaje y la estabilizacién de los microtubulos y/o evitando la despolimerizaciéon de los microtubulos. Los taxanos
incluidos en el presente documento incluyen el taxoide 10-desacetilbacatina lll y/o derivados del mismo. Los taxanos
ejemplares incluyen, pero no se limitan a, paclitaxel (es decir, TAXOL®, n.° CAS 33069-62-4), docetaxel (es decir,
TAXOTERE®, n.° CAS 114977-28-5), larotaxel, cabazitaxel, milataxel, tesetaxel y/u orataxel. En algunas divulgaciones,
el taxano es una nanoparticula recubierta de albumina (por ejemplo, paclitaxel unido a nanoalbumina (nab-paclitaxel), es
decir, ABRAXANE® y/o nab-docetaxel, ABI-008). En algunas divulgaciones, el taxano es nab-paclitaxel (ABRAXANE®).
En algunas divulgaciones, el taxano se formula en CREMAPHOR® (por ejemplo, TAXOL®) y/o en Tween, tal como
polisorbato 80 (por ejemplo, TAXOTERE®). En algunas divulgaciones, el taxano es un taxano encapsulado en liposomas.
En algunas divulgaciones, el taxano es una forma de profarmaco y/o una forma conjugada de taxano (por ejemplo, DHA
conjugado covalentemente a paclitaxel, paclitaxel poliglumex y/o carbonato de linolel-paclitaxel). En algunas
divulgaciones, el paclitaxel se formula con sustancialmente ningin tensioactivo (por ejemplo, en ausencia de
CREMAPHOR y/o Tween, tal como TOCOSOL® paclitaxel).

El término "disfuncion", en el contexto de la disfuncion inmunitaria, se refiere a un estado de reactividad inmunitaria
reducida a la estimulacion antigénica. El término incluye los elementos comunes de "agotamiento" y/o "anergia" en los
que se puede producir el reconocimiento de antigenos, pero la respuesta inmunitaria resultante es ineficaz para controlar
la infeccion o el crecimiento tumoral.

El término "disfuncional”, como se usa en el presente documento, también incluye insensible o falto de reactividad al
reconocimiento de antigenos, especificamente, con alteracion de la capacidad para traducir el reconocimiento de
antigenos a funciones efectoras de linfocitos T posteriores, tales como proliferacion, produccion de citocinas (por ejemplo,
IL-2) y/o destruccion de células diana.

El término "anergia" se refiere al estado de falta de reactividad a la estimulacién antigénica resultante de sefales
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incompletas o insuficientes emitidas a través del receptor de linfocitos T (por ejemplo, incremento del Ca*? intracelular en
ausencia de activacion de ras). La anergia de linfocitos T también puede ser el resultado de la estimulacion con antigeno
en ausencia de coestimulacion, lo que da como resultado que la célula se vuelva insensible a la activacion subsiguiente
por el antigeno, incluso en el contexto de coestimulacion. El estado de falta de reactividad se puede anular a menudo por
la presencia de interleucina-2. Los linfocitos T anérgicos no experimentan expansion clonal y/o no adquieren funciones
efectoras.

El término "agotamiento” se refiere al agotamiento de los linfocitos T como un estado de disfuncion de los linfocitos T que
surge de la sefalizacion mantenida de TCR que se produce durante muchas infecciones crénicas y cancer. Se distingue
de la anergia en que surge no de una sefializacién incompleta o insuficiente, sino de una sefializacion mantenida. Se
define por una funcion efectora deficiente, expresion mantenida de receptores inhibidores y un estado transcripcional
distinto del de los linfocitos T efectores o de memoria funcionales. El agotamiento evita el control 6ptimo de infecciones y
tumores. El agotamiento puede ser el resultado de las vias reguladoras negativas extrinsecas (por ejemplo, citocinas
inmunorreguladoras), asi como de las vias reguladoras (coestimuladoras) negativas intrinsecas celulares (PD-1, B7-H3,
B7-H4, etc.).

"Potenciar la funcién de los linfocitos T" significa inducir, causar o estimular que un linfocito T tenga una funcién biolégica
mantenida o amplificada, o renovar o reactivar linfocitos T agotados o inactivos. Los ejemplos de potenciacion de la funcién
de los linfocitos T incluyen: secrecién incrementada de interferon y desde los linfocitos T CD8+, proliferacion incrementada,
reactividad incrementada a antigenos (por ejemplo, eliminacion virica, patégena o tumoral) en relacion con dichos niveles
antes de la intervencion. En una divulgacion, el nivel de potenciacion es al menos un 50 %, de forma alternativa un 60 %,
70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 120 %, 150 % o 200 %. El experto en la técnica conoce la manera de medir esta potenciacion.

Un "trastorno disfuncional de linfocitos T" es un trastorno o afeccién de los linfocitos T caracterizado por una reactividad
disminuida a la estimulacion antigénica. En una divulgacion particular, un trastorno disfuncional de linfocitos T es un
trastorno que se asocia especificamente con una sefalizacion incrementada inadecuada a través de PD-1. En otra
divulgacion, un trastorno disfuncional de linfocitos T es uno en el que los linfocitos T son anérgicos o tienen una capacidad
disminuida de secretar citocinas, proliferar o ejecutar actividad citolitica. En un aspecto especifico, la reactividad
disminuida da como resultado un control ineficaz de un patégeno o tumor que expresa un inmunogeno. Los ejemplos de
trastornos disfuncionales de linfocitos T caracterizados por la disfuncion de linfocitos T incluyen infeccion aguda no
resuelta, infeccion cronica e inmunidad tumoral.

"Inmunidad tumoral" se refiere al proceso en el que los tumores evaden el reconocimiento y la eliminacion por parte del
sistema inmunitario. Por lo tanto, como concepto terapéutico, la inmunidad tumoral se "trata" cuando se atenua dicha
evasion, y los tumores son reconocidos y atacados por el sistema inmunitario. Los ejemplos de reconocimiento tumoral
incluyen union al tumor, contraccién del tumor y eliminacion del tumor.

"Inmunogenicidad" se refiere a la capacidad de una sustancia particular de provocar una respuesta inmunitaria. Los
tumores son inmundgenos y la potenciacion de la inmunogenicidad tumoral ayuda en la eliminaciéon de las células
tumorales mediante la respuesta inmunitaria. Los ejemplos de potenciacién de la inmunogenicidad tumoral incluyen el
tratamiento con un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano.

"Respuesta mantenida" se refiere al efecto mantenido en la reduccion del crecimiento tumoral después de la interrupcién
de un tratamiento. Por ejemplo, el tamafio del tumor puede permanecer igual 0 mas pequefio en comparacion con el
tamafio al comienzo de la fase de administracion. En algunas divulgaciones, la respuesta mantenida tiene una duracion
al menos igual que la duracion del tratamiento, al menos 1,5, 2,0, 2,5 0 3,0 veces la duracion del tratamiento.

Como se usa en el presente documento, "reducir o inhibir la recidiva del cancer" significa reducir o inhibir la recidiva del
tumor o cancer o la progresion del tumor o cancer. Como se divulga en el presente documento, la recidiva del cancer y/o
progresion del cancer incluyen, sin limitacion, metastasis del cancer.

Como se usa en el presente documento, "respuesta completa" o "RC" se refiere a la desaparicion de todas las lesiones
diana.

Como se usa en el presente documento, "respuesta parcial" o "RP" se refiere a al menos una disminucién del 30 % en la
suma de los diametros mas largos (SDML) de las lesiones diana, tomando como referencia la SDML de referencia.

Como se usa en el presente documento, "enfermedad estable" o "EE" se refiere a una contraccion no suficiente de las
lesiones diana para considerar que hay RP y a un incremento no suficiente para considerar que hay EP, tomando como
referencia la SDML mas pequena desde que comenzé el tratamiento.

Como se usa en el presente documento, "enfermedad progresiva" o "EP" se refiere a al menos un incremento de un 20 %
en la SDML de las lesiones diana, tomando como referencia la SDML mas pequefia registrada desde que comenzo el
tratamiento o la presencia de una o mas lesiones nuevas.

Como se usa en el presente documento, "supervivencia sin progresion" (SSP) se refiere a la cantidad de tiempo durante
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y después del tratamiento durante el que la enfermedad que se esta tratando (por ejemplo, cancer) no empeora. La
supervivencia sin progresion puede incluir la cantidad de tiempo en el que los pacientes han experimentado una respuesta
completa o una respuesta parcial, asi como la cantidad de tiempo en el que los pacientes han experimentado una
enfermedad estable.

Como se usa en el presente documento, "tasa de respuesta global" (TRG) o "tasa de respuesta objetiva" (TRO) se refiere
a la suma de la tasa de respuesta completa (RC) y la tasa de respuesta parcial (RP).

Como se usa en el presente documento, "supervivencia global" (SG) se refiere al porcentaje de individuos de un grupo
que probablemente estén vivos después de un periodo de tiempo particular.

El término "formulacion farmacéutica" se refiere a una preparacion que esta en una forma tal que permite que la actividad
bioldgica del ingrediente activo sea eficaz y que no contiene ningin componente adicional que sea inaceptablemente
téxico para un sujeto al que se administraria la formulacion. Dichas formulaciones son estériles. Los excipientes
(vehiculos, aditivos) "farmacéuticamente aceptables” son aquellos que se pueden administrar razonablemente a un sujeto
mamifero para proporcionar una dosis eficaz del ingrediente activo empleado.

Como se usa en el presente documento, el término "tratamiento” se refiere a la intervencion clinica disefiada para alterar
la evolucion natural del individuo o la célula que se esta tratando durante la evolucion de la patologia clinica. Los efectos
deseables del tratamiento incluyen disminuir la tasa de progresion de la enfermedad, mejorar o paliar la enfermedad, y la
remisién o mejora del prondstico. Por ejemplo, un individuo se "trata" con éxito si uno o mas sintomas asociados con el
cancer se mitigan o eliminan, lo que incluye, pero no se limita a, reducir la proliferacion de (o destruir) las células
cancerosas, disminuir los sintomas resultantes de la enfermedad, incrementar la calidad de vida de quienes padecen la
enfermedad, disminuir la dosis de otros medicamentos necesarios para tratar la enfermedad y/o prolongar la supervivencia
de los individuos.

Como se usa en el presente documento, "retrasar la progresion" de una enfermedad significa diferir, dificultar, ralentizar,
retardar, estabilizar y/o posponer el desarrollo de la enfermedad (tal como el cancer). Este retraso puede tener duraciones
de tiempo variables, dependiendo de los antecedentes de la enfermedad y/o del individuo que se trata. Como es evidente
para un experto en la técnica, en efecto, un retraso suficiente o significativo puede englobar la prevencion, en tanto que
el individuo no desarrolla la enfermedad. Por ejemplo, se puede retrasar un cancer en estadio tardio, tal como el desarrollo
de metastasis.

Una "cantidad eficaz" es al menos la cantidad minima requerida para conseguir una mejora o prevencion mensurable de
un trastorno particular. Una cantidad eficaz en el presente documento puede variar de acuerdo con factores tales como
la enfermedad, la edad, el sexo y el peso del paciente, y la capacidad del agente de provocar una respuesta deseada en
el individuo. Una cantidad eficaz también es una en la que cualquier efecto téxico o perjudicial del tratamiento se compensa
con los efectos terapéuticamente beneficiosos. Para uso profilactico, los resultados beneficiosos o deseados incluyen
resultados tales como la eliminacion o reduccion del riesgo, la diminucién de la gravedad o el retraso de la aparicion de
la enfermedad, incluyendo los sintomas bioquimicos, histolégicos y/o de comportamiento de la enfermedad, sus
complicaciones y fenotipos patoldgicos intermedios que se presentan durante el desarrollo de la enfermedad. Para uso
terapéutico, los resultados beneficiosos o deseados incluyen resultados clinicos tales como la disminucién de uno o mas
sintomas resultantes de la enfermedad, el incremento de la calidad de vida de quienes padecen la enfermedad, la
disminucion de la dosis de otros medicamentos requeridos para tratar la enfermedad, y la potenciacion del efecto de otro
medicamento, tal como por medio de la seleccién como diana, el retraso de la progresion de la enfermedad y/o la
prolongacion de la supervivencia. En el caso de un cancer o un tumor, una cantidad eficaz del farmaco puede tener el
efecto de reducir el nimero de células cancerosas; reducir el tamafo del tumor; inhibir (es decir, ralentizar en cierta medida
y de forma deseable detener) la infiltracion de células cancerosas en 6rganos periféricos; inhibir (es decir, ralentizar en
cierta medida y de forma deseable detener) la metastasis tumoral; inhibir en cierta medida el crecimiento tumoral; y/o
aliviar en cierta medida uno o mas de los sintomas asociados con el trastorno. Se puede administrar una cantidad eficaz
en una o mas administraciones. Para los propésitos de la presente invencion, una cantidad eficaz de farmaco, compuesto
0 composicion farmacéutica es una cantidad suficiente para conseguir un tratamiento profilactico o terapéutico directa o
bien indirectamente. Como se entiende en el contexto clinico, una cantidad eficaz de un farmaco, compuesto o
composicion farmacéutica se puede lograr o no junto con otro farmaco, compuesto o composicion farmacéutica. Por tanto,
se puede considerar una "cantidad eficaz" en el contexto de la administracion de uno o mas agentes terapéuticos, y se
puede considerar que un unico agente se administre en una cantidad eficaz si, junto con uno o mas de otros agentes, se
puede lograr o se logra un resultado deseable.

Como se usa en el presente documento, "junto con" se refiere a la administracion de una modalidad de tratamiento ademas
de otra modalidad de tratamiento. Como tal, "junto con" se refiere a la administracion de una modalidad de tratamiento
antes, durante o después de la administracion de la otra modalidad de tratamiento al individuo.

Un "trastorno" es cualquier afeccion que se beneficiaria del tratamiento, incluyendo, pero sin limitarse a, trastornos o
enfermedades crénicas y agudas, incluyendo aquellas afecciones patolégicas que predisponen al mamifero al trastorno
en cuestion.
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Los términos "trastorno proliferativo celular" y "trastorno proliferativo" se refieren a trastornos que se asocian con algun
grado de proliferacion celular anémala. En una divulgacion, el trastorno proliferativo celular es cancer. En una divulgacion,
el trastorno proliferativo celular es un tumor.

El término "tumor", como se usa en el presente documento, se refiere a todo crecimiento y proliferacion de células
neoplasicas, ya sea maligno o benigno, y a todas las células y tejidos precancerosos y cancerosos. Los términos "cancer",
"canceroso", "trastorno proliferativo celular", "trastorno proliferativo" y "tumor" no son mutuamente excluyentes como se
hace referencia en el presente documento.

Los términos "cancer" y "canceroso" se refieren a o describen la afeccion fisioldgica en mamiferos que se caracteriza
tipicamente por un crecimiento celular no regulado. Los ejemplos de cancer incluyen, pero no se limitan a, carcinoma,
linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia o neoplasias malignas linfociticas. Ejemplos mas particulares de dichos canceres
incluyen, pero sin limitarse a, cancer de células escamosas (por ejemplo, cancer de células escamosas epiteliales), cancer
de pulmon, incluyendo carcinoma de pulmén microcitico, carcinoma de pulmén no microcitico, adenocarcinoma de pulmoén
y carcinoma escamoso de pulmon, cancer del peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrico o estomacal, incluyendo
cancer gastrointestinal y cancer del estroma gastrointestinal, cancer pancreatico, glioblastoma, cancer del cuello uterino,
cancer ovarico, cancer de higado, cancer de vejiga (por ejemplo cancer de vejiga urotelial (CVU), cancer de vejiga
musculo-invasivo (CVMI) y cancer de vejiga no musculo-invasivo (CVNMI) insensible a BCG, cancer de las vias urinarias,
hepatoma, cancer de mama (por ejemplo, cancer de mama HER2+ y cancer de mama triple negativo (CMTN), que son
negativos para receptores estrogénicos (ER-), receptores progesteronicos (PR-) y HER2 (HER2-)), cancer de colon,
cancer rectal, cancer colorrectal, carcinoma endometrial o uterino, carcinoma de glandulas salivales, cancer de rifion o
renal (por ejemplo, carcinoma de células renales (CCR), cancer de prostata, cancer de vulva, cancer tiroideo, carcinoma
hepatico, carcinoma anal, carcinoma peneano, melanoma, melanoma de diseminacion superficial, melanoma sobre
lentigo maligno, melanomas lentiginosos acros, melanomas nodulares, mieloma multiple y linfoma de linfocitos B
(incluyendo linfoma no hodgkiniano (LNH) de bajo grado/folicular; LNH linfocitico pequefio (LP); LNH de grado
intermedio/folicular; LNH difuso de grado intermedio; LNH inmunoblastico de grado alto; LNH linfoblastico de grado alto;
LNH de células pequefias no escindidas de grado alto; LNH con gran masa tumoral; linfoma de células del manto; linfoma
relacionado con el SIDA; y macroglobulinemia de Waldenstrom); leucemia linfocitica crénica (LLC); leucemia linfoblastica
aguda (LLA); leucemia mieldgena aguda (LMA); tricoleucemia; leucemia mieloblastica crénica (LMC); y trastorno
linfoproliferativo postrasplante (TLPT), sindromes mielodisplasicos (SMD), asi como proliferacion vascular andémala
asociada con facomatosis, edema (tal como el asociado con tumores cerebrales), sindrome de Meigs, cancer cerebral,
asi como de cabeza y cuello, y metastasis asociadas.

El término "agente citotdxico", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier agente que sea perjudicial
para las células (por ejemplo, causa la muerte celular, inhibe la proliferacién o dificulta de otro modo una funcion celular).
Los agentes citotoxicos incluyen, pero no se limitan a, isétopos radiactivos (por ejemplo, At2'!, 131|125 Y90 Rge'8 Re!8,
Sm'™53, Bi?'2, P32, Pp2'2 y |os isotopos radiactivos de Lu); agentes quimioterapicos; agentes inhibidores del crecimiento;
enzimas y fragmentos de las mismas tales como enzimas nucleoliticas; y toxinas tales como toxinas de molécula pequena
o toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, incluyendo fragmentos y/o variantes
de los mismos. Se pueden seleccionar agentes citotoxicos ejemplares de agentes antimicrotibulos, complejos de
coordinacion de platino, agentes alquilantes, agentes antibiticos, inhibidores de la topoisomerasa |l, antimetabolitos,
inhibidores de la topoisomerasa |, hormonas y analogos hormonales, inhibidores de la via de transduccion de sefales,
inhibidores de angiogénesis de tirosina cinasas no receptoras, agentes inmunoterapicos, agentes proapoptéticos,
inhibidores de LDH-A, inhibidores de la biosintesis de acidos grasos, inhibidores de sefalizacion del ciclo celular,
inhibidores de HDAC, inhibidores del complejo endopeptidasico multicatalitico e inhibidores del metabolismo del cancer.
En una divulgacion, el agente citotoxico es un agente quimioterapico con derivado de platino. En una divulgacion, el
agente citotoxico es un antagonista de EGFR. En una divulgacion, el agente citotdoxico es N-(3-etinilfenil)-6,7-bis (2-
metoxietoxi)quinazolin-4-amina (por ejemplo, erlotinib, TARCEVA™). En una divulgacion, el agente citotdéxico es un
inhibidor de RAF. En una divulgacién, el inhibidor de RAF es un inhibidor de BRAF y/o CRAF. En una divulgacion, el
inhibidor de RAF es vemurafenib. En una divulgacion, el agente citotdxico es un inhibidor de PI3K.

Como se usa en el presente documento, el término "agente quimioterapico" incluye compuestos utiles en el tratamiento
del cancer. Los ejemplos de agentes quimioterapicos incluyen erlotinib (TARCEVA®, Genentech/OSI Pharm.), bortezomib
(VELCADE®, Millennium Pharm.), disulfiram, galato de epigalocatequina, salinosporamida A, carfilzomib, 17-AAG
(geldanamicina), radicicol, lactato deshidrogenasa A (LDH-A), fulvestrant (FASLODEX®, AstraZeneca), sunitib
(SUTENT®, Pfizer/Sugen), letrozol (FEMARA®, Novartis), mesilato de imatinib (GLEEVEC®, Novartis), finasunato
(VATALANIB®, Novartis), oxaliplatino (ELOXATIN®, Sanofi), 5-FU (5-fluorouracilo), acido folinico, rapamicina (sirélimus,
RAPAMUNE®, Wyeth), lapatinib (TYKERB®, GSK572016, Glaxo Smith Kline), lonafamib (SCH 66336), sorafenib
(NEXAVAR® Bayer Labs), gefitinib (IRESSA®, AstraZeneca), AG1478, agentes alquilantes tales como tiotepa y
ciclofosfamida CYTOXAN®; alquil sulfonatos tales como busulfano, improsulfano y piposulfano; aziridinas tales como
benzodopa, carbocuona, meturedopa y uredopa; etileniminas y metilamelaminas, incluyendo altretamina,
trietlenomelamina, trietilenofosforamida, trietilenotiofosforamida y trimetilomelamina; acetogeninas (especialmente
bulatacina y bulatacinona); una camptotecina (incluyendo topotecan e irinotecan); briostatina; calistatina; CC-1065
(incluyendo sus analogos sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina); criptoficinas (en particular criptoficina 1 y
criptoficina 8); corticoesteroides (incluyendo prednisona y prednisolona); acetato de ciproterona; 5a-reductasas incluyendo
finasterida y dutasterida); vorinostat, romidepsina, panobinostat, &cido valproico, mocetinostat dolastatina; aldesleucina,
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talco duocarmicina (incluyendo los analogos sintéticos, KW-2189 y CB1-TM1); eleuterobina; pancratistatina; una
sarcodictina; espongistatina; mostazas nitrogenadas tales como clorambucilo, cloromafazina, clorofosfamida,
estramustina, ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de 6xido de mecloretamina, melfalan, novembicina, fenesterina,
prednimustina, trofosfamida, uramustina; nitrosoureas tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina,
nimustina y ranimustina; antibiéticos tales como los antibiéticos de enediina (por ejemplo, calicheamicina, especialmente
calicheamicina y1l y calicheamicina w1l (Angew Chem. Inti. Ed. Engl. 33:183-186 (1994)); dinemicina, incluyendo
dinemicina A; bifosfonatos, tales como clodronato; una esperamicina; asi como el cromdéforo neocarzinostatina y los
cromoforos antibidticos de enediina cromoproteinicos relacionados), aclacinomisinas, actinomicina, autramicina,
azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, caminomicina, carcinofilina, cromomicinis, dactinomicina,
daunorubicina, detorubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, ADRIAMYCIN® (doxorubicina), morfolino-doxorubicina,
cianomorfolino-doxorubicina, 2-pirrolino-doxorubicina y desoxidoxorubicina), epirubicina, esorubicina, idarubicina,
marcelomicina, mitomicinas tales como mitomicina C, acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina,
porfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina,
zorubicina; antimetabolitos 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; andlogos de pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina,
didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; andrégenos tales como calusterona, propionato de drostanolona,
epitiostanol, mepitiostano, testolactona; antisuprarrenales tales como aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reforzador de
acido félico, tal como acido folinico; aceglatona; glucosido de aldofosfamida; acido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina;
bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina; diazicuona; eflornitina; acetato de eliptinio; una epotilona;
etoglucido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano; lonidainina; maitansinoides tales como maitansina y ansamitocinas;
mitoguazona; mitoxantrona; mopidamnol; nitraerina; pentostatina; fenamet; pirarubicina; losoxantrona; acido podofilinico;
2-etilhidracida; procarbazina; complejo de polisacaridos PSK® (JHS Natural Products, Eugene, Oreg.); razoxano; rizoxina;
sizofurano; espirogermanio; acido tenuazénico; triazicuona; 2,2',2"-triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente toxina
T-2, verracurina A, roridina A y anguidina); uretano; vindesina; dacarbazina; manomustina; mitobronitol; mitolactol;
pipobroman; gacitosina; arabindsido ("Ara-C"); ciclofosfamida; tiotepa; taxanos; clorambucilo; GEMZAR® (gemcitabina);
6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; vinblastina; etopdsido (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona; vincristina;
NAVELBINE® (vinorelbina); novantrona; teniposido; edatrexato; daunorubicina; aminopterina; capecitabina (XELODA®);
ibandronato; CPT-11; inhibidor de la topoisomerasa RFS 2000; difluorometilornitina (DMFO); retinoides tales como acido
retinoico; y sales, acidos y derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.

Los agentes quimioterapicos también incluyen agentes quimioterapicos "con derivado de platino", que comprenden un
compuesto organico que contiene platino que forma parte de la molécula. Tipicamente, los agentes quimioterapicos con
derivado de platino son complejos de coordinaciéon de platino. Los agentes quimioterdpicos con derivado de platino a
veces se denominan "platinos" en la técnica. Los ejemplos de agentes quimioterapicos con derivado de platino incluyen,
pero no se limitan a, carboplatino, cisplatino y oxaliplatino.

Los agentes quimioterapicos también incluyen (i) agentes antihormonales que actian para regular o inhibir la accion de
las hormonas sobre tumores, tales como antiestrogenos y moduladores selectivos del receptor estrogénico (MSRE),
incluyendo, por ejemplo, tamoxifeno (incluyendo NOLVADEX®), citrato de tamoxifeno), raloxifeno, droloxifeno, yodoxifeno,
4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LY117018, onapristona y FARESTON® (citrato de toremifina); (ii) inhibidores
de la aromatasa que inhiben la enzima aromatasa, que regula la produccion de estrégenos en las glandulas suprarrenales,
tales como, por ejemplo, 4(5)-imidazoles, aminoglutetimida, MEGASE® (acetato de megestrol)) AROMASIN®
(exemestano; Pfizer), formestano, fadrozol, RIVISOR® (vorozol), FEMARA® (letrozol; Novartis) y ARIMIDEX®
(anastrozol; AstraZeneca); (iii) antiandrégenos, tales como flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprorelina y goserelina;
buserelina, tripterlina, acetato de medroxiprogesterona, dietilestilbestrol, premarina, fluoximesterona, acido retinoico,
fenretinida, asi como troxacitabina (un analogo del nucleésido citosina de 1,3-dioxolano); (iv) inhibidores de proteina
cinasa; (v) inhibidores de lipido cinasa; (vi) oligonucledtidos de antisentido, en particular los que inhiben la expresién de
genes en vias de sefalizaciéon implicadas en la proliferaciéon celular andmala tales como, por ejemplo, PKC-alfa, Ralf y H-
Ras; (vii) ribozimas, tales como inhibidores de la expresion de VEGF (por ejemplo, ANGIOZYME®) e inhibidores de la
expresion de HER?2; (viii) vacunas, tales como vacunas de genoterapia, por ejemplo, ALLOVECTIN®, LEUVECTIN® y
VAXID®; PROLEUKIN®, rIL-2; un inhibidor de la topoisomerasa 1, tal como LURTOTECAN®; ABARELIX® rmRH; y (ix)
sales, acidos y derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.

Los agentes quimioterapicos también incluyen anticuerpos tales como alemtuzumab (Campath), bevacizumab
(AVASTIN®, Genentech); cetuximab (ERBITUX®, Imclone); panitumumab (VECTIBIX®, Amgen), rituximab (RITUXAN®,
Genentech/Biogen Idec), pertuzumab (OMNITARG™, 2C4, Genentech), trastuzumab (HERCEPTIN®, Genentech),
tositumomab (Bexxar, Corixia) y el conjugado de anticuerpo-farmaco, gemtuzumab ozogamicina (MYLOTARG®, Wyeth).
Anticuerpos monoclonales humanizados adicionales con potencial terapéutico incluyen: apolizumab, aselizumab,
atlizumab, bapineuzumab, bivatuzumab mertansina, cantuzumab mertansina, cedelizumab, certolizumab pegol,
cidfusituzumab, cidtuzumab, daclizumab, eculizumab, efalizumab, epratuzumab, erlizumab, felvizumab, fontolizumab,
gemtuzumab ozogamicina, inotuzumab ozogamicina, ipilimumab, labetuzumab, lintuzumab, matuzumab, mepolizumab,
motavizumab, motovizumab, natalizumab, nimotuzumab, nolovizumab, numavizumab, ocrelizumab, omalizumab,
palivizumab, pascolizumab, pecfusituzumab, pectuzumab, pexelizumab, ralivizumab, ranibizumab, reslivizumab,
reslizumab, resivizumab, rovelizumab, ruplizumab, sibrotuzumab, siplizumab, sontuzumab, tacatuzumab tetraxetano,
tadocizumab, talizumab, tefibazumab, tocilizumab, toralizumab, tucotuzumab celmoleucina, tucusituzumab, umavizumab,
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urtoxazumab, ustekinumab, visiluzumab y el anticuerpo antinterleucina-12 (ABT-874/J695, Wyeth Research and Abbott
Laboratories) que es un anticuerpo IgG1 A de longitud completa, de secuencia exclusivamente humana recombinante
modificado genéticamente para reconocer la proteina interleucina-12 p40.

Los agentes quimioterapicos también incluyen "inhibidores de EGFR", que se refiere a compuestos que se unen a o
interactuan directamente de otro modo con EGFR y evitan o reducen su actividad de sefializacion, y de forma alternativa
se denominan "antagonistas de EGFR". Los ejemplos de dichos agentes incluyen anticuerpos y moléculas pequefias que
se unen al EGFR. Los ejemplos de anticuerpos que se unen a EGFR incluyen MAb 579 (ATCC CRL HB 8506), MAb 455
(ATCC CRL HB8507), MAb 225 (ATCC CRL 8508), MAb 528 (ATCC CRL 8509) (véase la patente de EE. UU. n.°
4.943.533) y variantes de los mismos, tales como 225 quimerizado (C225 o cetuximab; ERBUTIX®) y 225 humano (H225)
reconformado (véase, por ejemplo, el documento WO 96/40210, Imclone Systems Inc.); IMC-11F8, un anticuerpo
totalmente humano dirigido a EGFR (Imclone); anticuerpos que se unen a EGFR mutante de tipo Il (patente de EE. UU.
n.° 5.212.290); anticuerpos quiméricos y humanizados que se unen a EGFR como se describe en la patente de EE. UU.
n.° 5.891.996; y anticuerpos humanos que se unen a EGFR, tales como ABX-EGF o panitumumab (véase el documento
WO 98/50433, Abgenix/Amgen); EMD 55900 (Stragliotto et al. EUR. J. Cancer 32A:636-640 (1996)); EMD7200
(matuzumab) un anticuerpo contra EGFR humanizado dirigido contra EGFR que compite con EGF y TGF-alfa por la unién
a EGFR (EMD/Merck); anticuerpo contra EGFR humano, HuMax-EGFR (GenMab); anticuerpos totalmente humanos
conocidos como E1.1, E2.4, E2.5, E6.2, E6.4, E2.11, E6.3 y E7.6.3 y descritos en el documento US 6.235.883; MDX-447
(Medarex Inc); y mAb 806 o mAb humanizado 806 (Johns et al., J. Biol. Chem. 279(29):30375-30384 (2004)). El anticuerpo
anti-EGFR se puede conjugar con un agente citotéxico, generando por tanto un inmunoconjugado (véase, por ejemplo, el
documento EP 659439A2, Merck Patent GmbH). Los antagonistas del EGFR incluyen moléculas pequefas tales como
los compuestos descritos en las patentes de EE. UU. n.°s: 5.616.582, 5.457.105, 5.475.001, 5.654.307, 5.679.683,
6.084.095, 6.265.410, 6.455.534, 6.521.620, 6.596.726, 6.713.484, 5.770.599, 6.140.332, 5.866.572, 6.399.602,
6.344.459, 6.602.863, 6.391.874, 6.344.455, 5.760.041, 6.002.008 y 5.747.498, asi como las siguientes publicaciones
PCT: WO 98/14451, WO 98/50038, WO 99/09016 y WO 99/24037. Los antagonistas particulares del EGFR de molécula
pequefia incluyen OSI-774 (CP-358774, erlotinib, TARCEVA® Genentech/OS| Pharmaceuticals); PD 183805 (CI 1033, 2-
propenamida, N-[4-[(3-cloro-4-fluorofenil)amino]-7-[3-(4-morfolinil)propoxi]-6-quinazolinil]-, diclorhidrato, Pfizer Inc.);
ZD1839, gefitinib (IRESSA®) 4-(3'-cloro-4'-fluoroanilino)-7-metoxi-6-(3-morfolinopropoxi)quinazolina, AstraZeneca); ZM
105180 ((6-amino-4-(3-metilfenil-amino)-quinazolina, Zeneca); BIBX-1382 (N8-(3-cloro-4-fluoro-fenil)-N2-(1-metil-
piperidin-4-il)-pirimido[5,4-d]pirimidin-2,8-diamina, Boehringer Ingelheim); PKI-166 ((R)-4-[4-[(1-feniletil)amino]-1H-
pirrolo[2,3-d]pirimidin-6-il]-fenol); (R)-6-(4-hidroxifenil)-4-[(1-feniletil)amino]-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina); CL-387785 (N-[4-
[(3-bromofenil)amino]-6-quinazolinil]-2-butinamida); EKB-569 (N-[4-[(3-cloro-4-fluorofenil)amino]-3-ciano-7-etoxi-6-
quinolinil]-4-(dimetilamino)-2-butenamida) (Wyeth); AG1478 (Pfizer); AG1571 (SU 5271; Pfizer); inhibidores dobles de
tirosina cinasas EGFR/HER2 tales como lapatinib (TYKERB®, GSK572016 o N-[3-cloro-4-[(3 fluorofenil)metoxi]fenil]-
6[5[[[(2metilsulfonil)etillamino]metil]-2-furanil]-4-quinazolinamina).

Los agentes quimioterapicos también incluyen "inhibidores de tirosina cinasas", incluyendo los farmacos dirigidos al EGFR
mencionados en el parrafo anterior; inhibidor de la tirosina cinasa HER2 de molécula pequefia tal como TAK165 disponible
de Takeda; CP-724.714, un inhibidor selectivo oral de la tirosina cinasa receptora ErbB2 (Pfizer y OSI); inhibidores dobles
de HER tales como EKB-569 (disponible de Wyeth) que se une preferentemente a EGFR pero inhibe células que
sobreexpresan tanto HER2 como EGFR; lapatinib (GSK572016; disponible de Glaxo-SmithKline), un inhibidor oral de las
tirosina cinasas HER2 y EGFR; PKI-166 (disponible de Novartis); inhibidores universales de HER tales como canertinib
(CI-1033; Pharmacia); inhibidores de Raf-1 tales como el agente de antisentido 1SIS-5132 disponible de ISIS
Pharmaceuticals que inhiben la sefializacion de Raf-1; inhibidores de tirosina cinasas receptoras no dirigidos a HER tales
como mesilato de imatinib (GLEEVEC®, disponible de Glaxo SmithKline); inhibidores de multiples tirosina cinasas
receptoras dirigidos tales como sunitinib (SUTENT®, disponible de Pfizer); inhibidores de la tirosina cinasa receptora del
VEGF tales como vatalanib (PTK787/2ZK222584, disponible de Novartis/Schering AG); inhibidor de la cinasa | regulada
extracelular MAPK CI-1040 (disponible en Pharmacia); quinazolinas, tales como PD 153035, 4-(3-cloroanilino)quinazolina;
piridopirimidinas; pirimidopirimidinas; pirrolopirimidinas, tales como CGP 59326, CGP 60261 y CGP 62706;
pirazolopirimidinas, 4-(fenilamino)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidinas; curcumina (diferuloil metano, 4,5-bis(4-
fluoroanilino)ftalimida); tirfostinas que contienen restos nitrotiofeno; PD-0183805 (Warner-Lamber); moléculas de
antisentido (por ejemplo, aquellas que se unen al acido nucleico que codifica HER); quinoxalinas (patente de EE. UU. n.°
5.804.396); trifostinas (patente de EE. UU. n.° 5.804.396); ZD6474 (Astra Zeneca); PTK-787 (Novartis/Schering AG);
inhibidores universales de HER tales como CI-1033 (Pfizer); Affinitac (ISIS 3521; Isis/Lilly); mesilato de imatinib
(GLEEVEC®); PKI 166 (Novartis); GW2016 (Glaxo SmithKline); CI-1033 (Pfizer); EKB-569 (Wyeth); semaxinib (Pfizer);
ZD6474 (AstraZeneca); PTK-787 (Novartis/Schering AG); INC-1 C11 (Imclone), rapamicina (sirélimus, RAPAMUNE®); o
como se describe en cualquiera de las siguientes publicaciones de patentes: patente de EE. UU. n.° 5.804.396; documento
WO 1999/09016 (American Cyanamid); documento WO 1998/43960 (American Cyanamid); documento WO 1997/38983
(Warner Lambert); documento WO 1999/06378 (Warner Lambert); documento WO 1999/06396 (Warner Lambert);
documento WO 1996/30347 (Pfizer, Inc); documento WO 1996/33978 (Zeneca); documento WO 1996/3397 (Zeneca) y
documento WO 1996/33980 (Zeneca).

Los agentes quimioterapicos también incluyen dexametasona, interferones, colquicina, metoprina, ciclosporina,
anfotericina, metronidazol, alemtuzumab, alitretinoina, alopurinol, amifostina, trioxido de arsénico, asparaginasa, BCG
vivo, bevacuzimab, bexaroteno, cladribina, clofarabina, darbepoetina alfa, denileucina, dexrazoxano, epoetina alfa,
elotinib, filgrastim, acetato de histrelina, ibritumomab, interferén alfa-2a, interferén alfa-2b, lenalidomida, levamisol, mesna,
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metoxaleno, nandrolona, nelarabina, nofetumomab, oprelvecina, palifermina, pamidronato, pegademasa, pegaspargasa,
pedfilgrastim, pemetrexed disddico, plicamicina, porfimero de sodio, mepacrina, rasburicasa, sargramostim,
temozolomida, VM-26, 6-TG, toremifeno, tretinoina, ATRA, valrubicina, zoledronato y acido zoledroénico, y sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Los agentes quimioterapicos también incluyen hidrocortisona, acetato de hidrocortisona, acetato de cortisona, pivalato de
tixocortol, acetonido de triamcinolona, alcohol de triamcinolona, mometasona, amcinonida, budesonida, desonida,
fluocinonida, acetéonido de fluocinolona, betametasona, fosfato sédico de betametasona, dexametasona, fosfato sodico
de dexametasona, fluocortolona, 17-butirato de hidrocortisona, 17-valerato de hidrocortisona, dipropionato de
aclometasona, valerato de betametasona, dipropionato de betametasona, prednicarbato, 17-butirato de clobetasona, 17-
propionato de clobetasol, caproato de fluocortolona, pivalato de fluocortolona y acetato de fluprednideno; péptidos
antiinflamatorios selectivos inmunitarios (ASIM) tales como fenilalanina-glutamina-glicina (FEG) y su forma isomérica D
(feG) (IMULAN BioTherapeutics, LLC); farmacos antirreumaticos tales como azatioprina, ciclosporina (ciclosporina A), D-
penicilamina, sales de oro, hidroxicloroquina, leflunomida minociclina, sulfasalazina, bloqueantes del factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) tales como etanercept (Enbrel), infliximab (Remicade), adalimumab (Humira), certolizumab pegol
(Cimzia), golimumab (Simponi), bloqueantes de interleucina 1 (IL-1) tales como anakinra (Kineret), bloqueantes de la
coestimulacion de linfocitos T tales como abatacept (Orencia), bloqueantes de la interleucina 6 (IL-6) tales como
tocilizumab (ACTEMERA®); bloqueantes de la interleucina 13 (IL-13) tales como lebrikizumab; bloqueantes del interferén
alfa (IFN) tales como rontalizumab; bloqueantes de la integrina beta 7 tales como rhuMAb Beta7; bloqueantes de la via
de la IgE tales como anti-M1 prima; LTa3 homotrimérico secretado y LTa1 heterotrimero unido a membrana/(bloqueantes
de B2 tales como antilinfotoxina alfa (LTa); isétopos radiactivos (por ejemplo, At21", 1131 [125 y90 Rg'86 Re188 Sm'53, Bj212,
P32, Pb?'? e isotopos radiactivos de Lu); diversos agentes en investigacion tales como tioplatino, PS-341, fenilbutirato, ET-
18-OCHs o inhibidores de la farnesil transferasa (L-739749, L-744832); polifenoles tales como quercetina, resveratrol,
piceatanol, galato de epigalocatequina, teaflavinas, flavanoles, procianidinas, acido betulinico y derivados de los mismos;
inhibidores de la autofagia tales como cloroquina; delta-9-tetrahidrocanabinol (dronabinol, MARINOL®); beta-lapachona;
lapachol; colquicinas; acido betulinico; acetilcamptotecina, escopolectina y 9-aminocamptotecina); podofilotoxina; tegafur
(UFTORAL®); bexaroteno (TARGRETIN®); bisfosfonatos tales como clodronato (por ejemplo, BONEFOS® u OSTAC®),
etidronato (DIDROCAL®), NE-58095, acido zoledrénico/zoledronato (ZOMETA®), alendronato (FOSAMAX®),
pamidronato (AREDIA®), tiludronato (SKELID®) o risedronato (ACTONEL®); y receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGF-R); vacunas tales como la vacuna THERATOPE®; perifosina, inhibidor de la COX-2 (por ejemplo,
celecoxib o etoricoxib), inhibidor del complejo endopeptidasico multicatalitico (por ejemplo, PS341); CCI-779; tipifarnib
(R11577); orafenib, ABT510; inhibidor de Bcl-2 tal como oblimersén sédico (GENASENSE®); pixantrona; inhibidores de
la farnesiltransferasa tales como lonafarnib (SCH 6636, SARASAR™); y sales, acidos o derivados farmacéuticamente
aceptables de cualquiera de los anteriores; asi como combinaciones de dos o mas de los anteriores tales como CHOP,
las siglas para una tratamiento combinado de ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina y prednisolona; y FOLFOX, las
siglas para un régimen de tratamiento con oxaliplatino (ELOXATIN™) combinado con 5-FU y acido folinico.

Los agentes quimioterapicos también incluyen farmacos antiinflamatorios no esteroideos con efectos analgésicos,
antitérmicos y antiinflamatorios. Los AINE incluyen inhibidores no selectivos de la enzima ciclooxigenasa. Los ejemplos
especificos de AINE incluyen acido acetilsalicilico, derivados del acido propidnico tales como ibuprofeno, fenoprofeno,
ketoprofeno, flurbiprofeno, oxaprozina y naproxeno, derivados del acido acético tales como indometacina, sulindaco,
etodolaco, diclofenaco, derivados del acido endlico tales como piroxicam, meloxicam, tenoxicam, lornoxicam e isoxicam,
derivados del acido fenamico tales como acido mefenamico, acido meclofenamico, acido flufenamico, acido tolfenamico,
e inhibidores de la COX-2 tales como celecoxib, etoricoxib, lumiracoxib, parecoxib, rofecoxib, rofecoxib y valdecoxib. Los
AINE pueden estar indicados en general para el alivio sintomatico de afecciones tales como artritis reumatoide, artrosis,
artropatias inflamatorias, espondilitis anquilosante, artritis psoriasica, sindrome de Reiter, gota aguda, dismenorrea, dolor
6seo metastatico, cefalea y migrafa, dolor posoperatorio, dolor leve a moderado debido a inflamacion y lesion tisular,
fiebre, ileo y cdlico renal.

Un "agente inhibidor del crecimiento" cuando se usa en el presente documento se refiere a un compuesto o composicion
que inhibe el crecimiento de una célula, ya sea in vitro o in vivo. En una divulgacion, un agente inhibidor del crecimiento
es un anticuerpo inhibidor del crecimiento que evita o reduce la proliferacién de una célula que expresa un antigeno al
que se une el anticuerpo. En otra divulgacién, el agente inhibidor del crecimiento puede ser uno que reduce
significativamente el porcentaje de células en fase S. Los ejemplos de agentes inhibidores del crecimiento incluyen
agentes que bloquean la progresion del ciclo celular (en un lugar distinto de la fase S), tales como agentes que inducen
la interrupcidn de G1 vy la interrupcién de la fase M. Los bloqueantes clasicos de la fase M incluyen las vincas (vincristina
y vinblastina), taxanos e inhibidores de la topoisomerasa I, tales como doxorubicina, epirubicina, daunorubicina, etopésido
y bleomicina. Estos agentes que interrumpen la G1 también actian extendiéndose a la interrupcién de la fase S, por
ejemplo, los agentes alquilantes del ADN, tales como tamoxifeno, prednisona, dacarbazina, mecloretamina, cisplatino,
metotrexato, 5-fluoruracilo y Ara-C. Otra informacion se puede encontrar en Mendelsohn e Israel, eds., The Molecular
Basis of Cancer, capitulo 1, titulado "Cell cycle regulation, oncogenes, and antineoplastic drugs", por Murakami et al. (W.B.
Saunders, Filadelfia, 1995), por ejemplo, pag. 13.

Por "radioterapia” se quiere decir el uso de rayos beta o rayos gamma dirigidos para inducir suficiente dafio a una célula

para limitar su capacidad de funcionar normalmente o destruir la célula por completo. Se aprecia que habra muchas
maneras conocidas en la técnica para determinar la dosificacion y duracién del tratamiento. Los tratamientos tipicos se
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proporcionan como una administracion en una sola dosis y las dosificaciones tipicas varian de 10 a 200 unidades (grays)
al dia.

Un "sujeto" o un "individuo" para propdsitos de tratamiento se refiere a cualquier animal clasificado como un mamifero,
incluyendo seres humanos, animales domeésticos y de granja, y animales de zooldgico, para la practica de deportes o
mascotas, tales como perros, caballos, gatos, ganado bovino, etc. Preferentemente, el mamifero es un ser humano. Un
sujeto o individuo puede ser un paciente.

El término "anticuerpo” en el presente documento 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) y fragmentos de anticuerpo, siempre que presenten la actividad
biologica deseada.

Un anticuerpo "aislado" es uno que se ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de su entorno natural.
Los componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que interferirian en usos de investigacion,
diagndstico o terapéuticos del anticuerpo, y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteinicos o no proteinicos.
En algunas divulgaciones, un anticuerpo se purifica (1) hasta mas de un 95 % en peso de anticuerpo como se determina
mediante, por ejemplo, el procedimiento de Lowry, y en algunas divulgaciones hasta mas de un 99 % en peso, (2) hasta
un grado suficiente para obtener al menos 15 residuos de la secuencia de aminoacidos N terminal o interna mediante el
uso de, por ejemplo, un secuenciador de cubilete giratorio o (3) hasta homogeneidad mediante SDS-PAGE en condiciones
reductoras o no reductoras usando, por ejemplo, azul de Coomassie o tincion con plata. Un anticuerpo aislado incluye el
anticuerpo in situ dentro de células recombinantes, puesto que al menos un componente del entorno natural del anticuerpo
no estara presente. Habitualmente, sin embargo, un anticuerpo aislado se preparara por al menos una etapa de
purificacion.

Los "anticuerpos naturales" son normalmente glucoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente 150 000 dalton,
compuestas por dos cadenas ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H) idénticas. Cada cadena ligera se enlaza a
una cadena pesada mediante un enlace disulfuro covalente, aunque el nimero de enlaces disulfuro varia entre las
cadenas pesadas de isotipos de inmunoglobulina diferentes. Cada cadena pesada y ligera también tiene puentes disulfuro
intracatenarios espaciados regularmente. Cada cadena pesada tiene en un extremo un dominio variable (VH) seguido de
una serie de dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable en un extremo (VL) y un dominio constante
en su otro extremo; el dominio constante de la cadena ligera se alinea con el primer dominio constante de la cadena
pesada y el dominio variable de la cadena ligera se alinea con el dominio variable de la cadena pesada. Se cree que
residuos aminoacidicos particulares forman una interfase entre los dominios variables de la cadena ligera y de la cadena
pesada.

El término "dominio constante" se refiere a la parte de una molécula de inmunoglobulina que tiene una secuencia de
aminoacidos mas conservada con respecto a la otra parte de la inmunoglobulina, el dominio variable, que contiene el sitio
de unién al antigeno. El dominio constante contiene los dominios Cx1, Cu2 y Cn3 (conjuntamente, CH) de la cadena
pesada y el dominio CHL (o CL) de la cadena ligera.

La "region variable" o "dominio variable" de un anticuerpo se refiere a los dominios aminoterminales de la cadena pesada
o ligera del anticuerpo. El dominio variable de la cadena pesada se puede denominar "VH". El dominio variable de la
cadena ligera se puede denominar "V ". Estos dominios son, en general, las partes mas variables de un anticuerpo y
contienen los sitios de unién a antigeno.

El término "variable" se refiere al hecho de que determinadas partes de los dominios variables difieren ampliamente en
secuencia entre anticuerpos y se usan en la unién y especificidad de cada anticuerpo particular por su antigeno particular.
Sin embargo, la variabilidad no esta distribuida uniformemente por los dominios variables de los anticuerpos. Se concentra
en tres segmentos denominados regiones hipervariables (HVR), en los dominios variables tanto de cadena ligera como
de cadena pesada. Las partes mas altamente conservadas de los dominios variables se denominan regiones estructurales
(FR). Los dominios variables de las cadenas pesada y ligera naturales comprenden cada uno cuatro regiones FR, que
adoptan en gran medida una configuracién de lamina B, que se conectan mediante tres HVR, que forman bucles que
conectan, y en algunos casos forman parte de, la estructura de lamina . Las HVR en cada cadena se mantienen unidas
en estrecha proximidad mediante las regiones FR y, con las HVR de la otra cadena, contribuyen a la formacion del sitio
de unién a antigeno de los anticuerpos (véase Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta
edicion, National Institute of Health, Bethesda, Md. (1991)). Los dominios constantes no estan implicados directamente
en la unién de un anticuerpo a un antigeno, pero presentan diversas funciones efectoras, tales como la participacién del
anticuerpo en la toxicidad celular dependiente de anticuerpos.

Las "cadenas ligeras" de anticuerpos (inmunoglobulinas) de cualquier especie vertebrada se pueden asignar a uno de
dos tipos claramente distintos, denominados kappa ("K") y lambda ("A"), en base a las secuencias de aminoacidos de sus
dominios constantes.

El término "isotipo" o "subclase" de IgG, como se usa en el presente documento, significa cualquiera de las subclases de
inmunoglobulinas definidas por las caracteristicas quimicas y antigénicas de sus regiones constantes.
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Dependiendo de las secuencias de aminoacidos de los dominios constantes de sus cadenas pesadas, los anticuerpos
(inmunoglobulinas) se pueden asignar a diferentes clases. Existen cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA, IgD,
IgE, IgG e IgM, y varias de estas se pueden dividir ademas en subclases (isotipos), por ejemplo, 1gG1, 1gG2, I1gGs, 1gGa4,
IgA1 e IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada que se corresponden con las diferentes clases de
inmunoglobulinas se llaman q, vy, €, v y Y, respectivamente. Las estructuras de las subunidades y las configuraciones
tridimensionales de diferentes clases de inmunoglobulinas son bien conocidas y se describen en general en, por ejemplo,
Abbas et al., Cellular and Mol. Immunology, 4.2 ed., (W.B. Saunders, Co., 2000). Un anticuerpo puede ser parte de una
molécula de fusion mas grande, formada por asociacion covalente o no covalente del anticuerpo con una o mas de otras
proteinas o péptidos.

Los términos "anticuerpo de longitud completa”, "anticuerpo inalterado" y "anticuerpo completo" se usan en el presente
documento de manera intercambiable para referirse a un anticuerpo en su forma sustancialmente inalterada, no a
fragmentos de anticuerpo como se definen a continuacion. Los términos se refieren en particular a un anticuerpo con
cadenas pesadas que contienen una regién Fc.

Un "anticuerpo no marcado" para los propésitos del presente documento es un anticuerpo que no esté conjugado con un
resto citotéxico o radiomarcador.

Los "fragmentos de anticuerpo" comprenden una parte de un anticuerpo inalterado, que comprende preferentemente la
region de unién a antigeno del mismo. En algunas divulgaciones, el fragmento de anticuerpo descrito en el presente
documento es un fragmento de unién a antigeno. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos Fab,
Fab', F(ab')2 y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo monocatenarias; y anticuerpos
multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo.

La digestion con papaina de los anticuerpos produce dos fragmentos de unién a antigeno idénticos, llamados fragmentos
"Fab", cada uno con un sitio de unién a antigeno unico, y un fragmento "Fc" residual, cuyo nombre refleja su capacidad
de cristalizar facilmente. El tratamiento con pepsina produce un fragmento F(ab')2 que tiene dos sitios de combinacién con
antigeno y todavia se puede reticular con el antigeno.

"Fv" es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un sitio de unién a antigeno completo. En una divulgacion, una
especie de Fv bicatenario consiste en un dimero de un dominio variable de la cadena pesada y uno de la ligera en
asociacion estrecha no covalente. En una especie de Fv monocatenario (scFv) se pueden enlazar covalentemente un
dominio variable de la cadena pesada y uno de la ligera mediante un conector peptidico flexible, de modo que las cadenas
ligera y pesada se puedan asociar en una estructura "dimérica" analoga a la de una especie de Fv bicatenario. Es en esta
configuracion en la que las tres HVR de cada dominio variable interactuan para definir un sitio de unién a antigeno en la
superficie del dimero VH-VL. Conjuntamente, las seis HVR confieren especificidad de unién a antigeno al anticuerpo. Sin
embargo, incluso un unico dominio variable (o la mitad de un Fv que comprende solo tres HVR especificas para un
antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse al antigeno, aunque con una afinidad menor que el sitio de union
completo.

El fragmento Fab contiene los dominios variables de cadena pesada y ligera, y contiene también el dominio constante de
la cadena ligera y el primer dominio constante (CH1) de la cadena pesada. Los fragmentos Fab' difieren de los fragmentos
Fab en la adicion de unos pocos residuos en el extremo carboxilico del dominio CH1 de la cadena pesada, incluyendo
una o mas cisteinas de la region de bisagra del anticuerpo. Fab'-SH es la designacion en el presente documento para un
Fab' en el que el(los) residuo(s) de cisteina de los dominios constantes portan un grupo tiol libre. Los fragmentos de
anticuerpo F(ab')2 se produjeron originalmente como pares de fragmentos Fab' que tienen cisteinas de bisagra entre ellos.
También son conocidos otros acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpo.

Los fragmentos de anticuerpo "Fv monocatenarios" o "scFv" comprenden los dominios VH y VL del anticuerpo, en los que
estos dominios estan presentes en una cadena polipeptidica unica. En general, el polipéptido de scFv comprende ademas
un conector polipeptidico entre los dominios VH y VL, que posibilita que el scFv forme la estructura deseada para la unién
a antigeno. Para una revision de los scFv, véase, por ejemplo, Pluckthiin, en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies,
vol. 113, Rosenburg and Moore eds., (Springer-Verlag, Nueva York, 1994), pag. 269-315.

El término "diacuerpos" se refiere a fragmentos de anticuerpo con dos sitios de unién a antigeno, comprendiendo los
fragmentos un dominio variable de cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de cadena ligera (VL) en la
misma cadena polipeptidica (VH-VL). Usando un conector que sea demasiado corto para permitir el emparejamiento entre
los dos dominios en la misma cadena, se obliga a que los dominios se emparejen con los dominios complementarios de
otra cadena y creen dos sitios de union a antigeno. Los diacuerpos pueden ser bivalentes o biespecificos. Los diacuerpos
se describen con mas detalle en, por ejemplo, el documento EP 404.097; el documento WO 1993/01161; Hudson et al.,
Nat. Med. 9:129-134 (2003); y Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448 (1993). También se describen
triacuerpos y tetracuerpos en Hudson et al., Nat. Med. 9:129-134 (2003).

El término "anticuerpo monoclonal", como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo obtenido a partir
de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, por ejemplo, los anticuerpos individuales que comprenden
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la poblacion son idénticos excepto por posibles mutaciones, por ejemplo, mutaciones naturales, que pueden estar
presentes en cantidades menores. Por tanto, el modificador "monoclonal” indica la naturaleza del anticuerpo que no es
una mezcla de distintos anticuerpos. En determinadas divulgaciones, dicho anticuerpo monoclonal incluye tipicamente un
anticuerpo que comprende una secuencia polipeptidica que se une a una diana, en el que la secuencia polipeptidica de
union a la diana se obtuvo mediante un procedimiento que incluye la seleccién de una uUnica secuencia polipeptidica de
union a la diana de una pluralidad de secuencias polipeptidicas. Por ejemplo, el procedimiento de seleccion puede ser la
seleccion de un clon Unico de una pluralidad de clones, tales como un grupo de clones de hibridoma, clones de fagos o
clones de ADN recombinante. Se debe entender que una secuencia de unién a la diana seleccionada se puede alterar,
ademas, por ejemplo, para mejorar la afinidad por la diana, para humanizar la secuencia de unién a la diana, para mejorar
su produccion en un cultivo celular, para reducir su inmunogenicidad in vivo, para crear un anticuerpo multiespecifico,
etc., y que un anticuerpo que comprende la secuencia de unién a la diana alterada es también un anticuerpo monoclonal
de la presente invencion. A diferencia de las preparaciones de anticuerpos policlonales, que tipicamente incluyen
anticuerpos diferentes dirigidos contra determinantes (epitopos) diferentes, cada anticuerpo monoclonal de una
preparacién de anticuerpos monoclonales se dirige contra un Unico determinante en un antigeno. Ademas de su
especificidad, las preparaciones de anticuerpos monoclonales son ventajosas al no estar tipicamente contaminadas por
otras inmunoglobulinas.

El modificador "monoclonal" indica la naturaleza del anticuerpo que se obtiene de una poblaciéon sustancialmente
homogénea de anticuerpos, y no se ha de interpretar que requiera la produccién del anticuerpo por algun procedimiento
particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que se van a usar de acuerdo con la invencién se pueden producir
mediante una variedad de técnicas, que incluyen, por ejemplo, el procedimiento del hibridoma (por ejemplo, Kohler y
Milstein, Nature, 256:495-97 (1975); Hongo et al., Hybridoma, 14 (3): 253-260 (1995), Harlow et al., Antibodies: A
Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2.2 ed. 1988); Hammerling et al., en: Monoclonal Antibodies
and T-Cell Hybridomas 563-681 (Elsevier, NY, 1981)), procedimientos de ADN recombinante (véase, por ejemplo, la
patente de EE. UU. n.° 4.816.567), tecnologias de presentacion en fagos (véase, por ejemplo, Clackson et al., Nature,
352: 624-628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1992); Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004); Lee
et al., J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34): 12467-12472 (2004) y Lee et
al., J. Immunol. Methods 284(1-2): 119-132 (2004), y tecnologias para producir anticuerpos humanos o similares a
humanos en animales que tienen partes o la totalidad de los locus de inmunoglobulina humana o genes que codifican
secuencias de inmunoglobulina humana (véanse, por ejemplo, los documentos WO 1998/24893; WO 1996/34096;
WO 1996/33735; WO 1991/10741; Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 2551 (1993); Jakobovits et al., Nature
362: 255-258 (1993); Bruggemann et al., Year in Immunol. 7:33 (1993); las patentes de EE. UU. n.°s 5.545.807; 5.545.806;
5.569.825; 5.625.126; 5.633.425 y 5.661.016; Marks et al., Bio/Technology 10: 779-783 (1992); Lonberg et al., Nature
368: 856-859 (1994); Morrison, Nature 368: 812-813 (1994); Fishwild et al., Nature Biotechnol. 14: 845-851 (1996);
Neuberger, Nature Biotechnol. 14: 826 (1996); y Lonberg et al., Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995).

Los anticuerpos monoclonales en el presente documento incluyen especificamente anticuerpos "quiméricos" en los que
una parte de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homologa a las secuencias correspondientes en anticuerpos
derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase o subclase de anticuerpo particular, mientras que el
resto de la(s) cadena(s) es idéntico u homdlogo a las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de otra
especie 0 que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpo, asi como fragmentos de dichos anticuerpos, siempre
que presenten la actividad bioldgica deseada (patente de EE. UU. n.° 4.816.567; y Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 81:6851-6855 (1984)). Los anticuerpos quiméricos incluyen anticuerpos PRIMATTZED® en los que la regiéon de
unién a antigeno del anticuerpo se deriva de un anticuerpo producido, por ejemplo, por la inmunizacién de macacos con
el antigeno de interés.

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son anticuerpos quiméricos que contienen
una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. En una divulgacioén, un anticuerpo humanizado es una
inmunoglobulina humana (anticuerpo receptor) en la que los residuos de una HVR del receptor se reemplazan por residuos
de una HVR de una especie no humana (anticuerpo donante), tal como ratén, rata, conejo o primate no humano, que tiene
la especificidad, afinidad y/o capacidad deseadas. En algunos casos, los residuos FR de la inmunoglobulina humana se
reemplazan por los residuos no humanos correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender
residuos que no se encuentran en el anticuerpo receptor ni en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se pueden
elaborar para refinar adicionalmente el rendimiento del anticuerpo. En general, un anticuerpo humanizado comprendera
sustancialmente todos de al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables en los que todos o sustancialmente todos
los bucles hipervariables corresponden a los de una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las FR
son las de una secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado opcionalmente también comprendera
al menos una parte de una regién constante (Fc) de inmunoglobulina, tipicamente la de una inmunoglobulina humana.
Para mas detalles, véase, por ejemplo, Jones et al., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-329
(1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992). Véase también, por ejemplo, Vaswani y Hamilton, Ann. Alergy,
Asthma & Immunol. 1:105-115 (1998); Harris, Biochem. Soc. Transactions 23:1035-1038 (1995); Hurle y Gross, Curr. Op.
Biotech. 5:428-433 (1994); y las patentes de EE. UU. n.°® 6.982.321 y 7.087.409.

Un "anticuerpo humano" es uno que posee una secuencia de aminoacidos que corresponde a la de un anticuerpo

producido por un ser humano y/o se ha preparado usando cualquiera de las técnicas para preparar anticuerpos humanos
como se divulga en el presente documento. Esta definicion de un anticuerpo humano excluye especificamente a un
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anticuerpo humanizado que comprende residuos de unién a antigeno no humanos. Los anticuerpos humanos se pueden
producir usando diversas técnicas conocidas en la técnica, incluyendo colecciones de presentacion en fagos.
Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581 (1991). También estan disponibles
para la preparacidon de anticuerpos monoclonales humanos los procedimientos descritos en Cole et al., Monoclonal
Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pag. 77 (1985); Boerner et al., J. Immunol., 147(1):86-95 (1991). Véase
también van Dijk y van de Winkel, Curr. Opin. Pharmacol., 5: 368-74 (2001). Se pueden preparar anticuerpos humanos
administrando el antigeno a un animal transgénico que se ha modificado para producir dichos anticuerpos en respuesta
a la exposicién antigénica, pero cuyos locus endégenos se han desactivado, por ejemplo, xenorratones inmunizados
(véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n.®® 6.075.181 y 6.150.584 con respecto a la tecnologia XENOMOUSE ™).
Véase también, por ejemplo, Li et al. Proc. Natl Acad Sci. USA, 103:3557-3562 (2006) con respecto a anticuerpos
humanos generados por medio de una tecnologia de hibridoma de linfocitos B humanos.

Un "anticuerpo dependiente de la especie" es uno que tiene una afinidad de uniéon mas fuerte por un antigeno de una
primera especie de mamifero que la que tiene por un homodlogo de ese antigeno de una segunda especie de mamifero.
Normalmente, el anticuerpo dependiente de la especie se "une especificamente” a un antigeno humano (por ejemplo,
tiene un valor de afinidad de union (Kd) de no mas de aproximadamente 1 x 107 M, preferentemente no mas de
aproximadamente 1 x 10 M y preferentemente no mas de aproximadamente 1 x 10 M) pero tiene una afinidad de union
por un homodlogo del antigeno de una segunda especie de mamifero no humano que es al menos aproximadamente 50
veces, o0 al menos aproximadamente 500 veces, o al menos aproximadamente 1000 veces, mas débil que su afinidad de
unién por el antigeno humano. El anticuerpo dependiente de la especie puede ser cualquiera de los diversos tipos de
anticuerpos como se define anteriormente, pero es preferentemente un anticuerpo humanizado o humano.

El término "region hipervariable", "HVR" o "HV", cuando se usa en el presente documento, se refiere a las regiones de un
dominio variable de anticuerpo que son de secuencia hipervariable y/o forman bucles estructuralmente definidos. En
general, los anticuerpos comprenden seis HVR; tres en el VH (H1, H2, H3) y tres en el VL (L1, L2, L3). En anticuerpos
naturales, H3 y L3 presentan la mayor diversidad de las seis HVR, y se cree que H3 en particular desempefia un papel
exclusivo al conferir una especificidad precisa a los anticuerpos. Véanse, por ejemplo, Xu et al., Immunity 13:37-45 (2000);
Johnson y Wu, en Methods in Molecular Biology 248:1-25 (Lo, ed., Human Press, Totowa, N.J., 2003). De hecho, los
anticuerpos de camélido naturales que consisten en una cadena pesada solo son funcionales y estables en ausencia de
cadena ligera. Véanse, por ejemplo, Hamers-Casterman et al., Nature 363:446-448 (1993); Sheriff et al., Nature Struct.
Biol. 3:733-736 (1996).

Una serie de delimitaciones de HVR estan en uso y se engloban en el presente documento. Las regiones determinantes
de la complementariedad (CDR) de Kabat se basan en la variabilidad de secuencia y son las mas comunmente usadas
(Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed., Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD (1991)). Chothia se refiere en cambio a la localizacion de los bucles estructurales (Chothia y Lesk J. Mol.
Biol. 196:901-917 (1987)). Las HVR de AbM representan un término medio entre las HVR de Kabat y los bucles
estructurales de Chothia, y se usan en el programa informatico de modelado de anticuerpos AbM de Oxford Molecular.
Las HVR de "contacto" se basan en un andlisis de las estructuras cristalinas complejas disponibles. Los residuos de cada
una de estas HVR se indican a continuacion.

Bucle Kabat AbM Chothia Contacto

L1 L24-.34 L24-.34 L26-L32 L30-L36

L2 L50-L56 L50-L56 L50-L52 L46-L55

L3 L89-L97 L89-L97 L91-L96 L89-L96

H1 H31-H35B H26-H35B H26-H32 H30-H35B (numeracion de Kabat)
HA1 H31-H35 H26-H35 H26-H32 H30-H35 (numeracion de Chothia)
H2 H50-H65 H50-H58 H53-H55 H47-H58

H3 H95-H102 H95-H102 H96-H101 H93-H101

Las HVR pueden comprender "HVR extendidas" como sigue: 24-36 o 24-34 (L1), 46-56 o 50-56 (L2) y 89-97 0 89-96 (L3)
enel VLy 26-35 (H1), 50-65 0 49-65 (H2) y 93-102, 94-102, 0 95-102 (H3) en el VH. Los residuos del dominio variable se
numeran de acuerdo con Kabat et al., supra, para cada una de estas definiciones.

Los residuos "estructurales" o "FR" son aquellos residuos del dominio variable diferentes de los residuos de HVR, como
se definen en el presente documento.

El término "numeracion de residuos del dominio variable segun Kabat" o "numeracién de la posiciéon de aminoacidos
segun Kabat", y las variaciones del mismo, se refieren al sistema de numeracién usado para dominios variables de cadena
pesada o dominios variables de cadena ligera de la compilacién de anticuerpos en Kabat et al., supra. Usando este
sistema de numeracion, la secuencia de aminoacidos lineal real puede contener menos aminoacidos o aminoacidos
adicionales correspondientes a un acortamiento de, o insercion en, una FR o HVR del dominio variable. Por ejemplo, un
dominio variable de cadena pesada puede incluir un unico inserto de aminoacido (residuo 52a de acuerdo con Kabat)
después del residuo 52 de H2 y residuos insertados (por ejemplo, residuos 82a, 82b y 82c, etc. de acuerdo con Kabat)
después del residuo FR 82 de cadena pesada. La numeracion de residuos de Kabat se puede determinar para un
anticuerpo dado por alineacién en regiones de homologia de la secuencia del anticuerpo con una secuencia numerada
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segun Kabat "estandar”.

El sistema de numeracién de Kabat se usa, en general, cuando se hace referencia a un residuo en el dominio variable
(aproximadamente los residuos 1-107 de la cadena ligera y los residuos 1-113 de la cadena pesada) (por ejemplo, Kabat
et al., Sequences of Immunological Interest. 5.2 ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md.
(1991)). El "sistema de numeracion EU" o "indice EU" se usa, en general, cuando se hace referencia a un residuo en una
region constante de cadena pesada de inmunoglobulina (por ejemplo, el indice EU del que se informa en Kabat ef al.,
supra). El "indice EU segun Kabat" se refiere a la numeracion de residuos del anticuerpo humano IgG1 EU.

La expresion "anticuerpos lineales" se refiere a los anticuerpos descritos en Zapata et al. (1995 Protein Eng, 8(10):1057-
1062). En resumen, estos anticuerpos comprenden un par de segmentos Fd en tandem (VH-CH1-VH-CH1) que,
conjuntamente con polipéptidos de cadena ligera complementarios, forman un par de regiones de union a antigeno. Los
anticuerpos lineales pueden ser biespecificos 0 monoespecificos.

Como se usa en el presente documento, el término "se une", "se une especificamente a" o "es especifico para" se refiere
a interacciones mensurables y reproducibles, tales como la unién entre una diana y un anticuerpo, que es determinante
de la presencia de la diana en presencia de una poblacién heterogénea de moléculas, incluyendo moléculas bioldgicas.
Por ejemplo, un anticuerpo que se une o se une especificamente a una diana (que puede ser un epitopo) es un anticuerpo
que se une a esta diana con mayor afinidad, avidez, mas facilmente y/o con mayor duracién que con la que se une a otras
dianas. En una divulgacion, el grado de union de un anticuerpo a una diana no relacionada es inferior a aproximadamente
un 10 % de la union del anticuerpo a la diana como se mide, por ejemplo, mediante un radioinmunoanalisis (RIA). En
determinadas divulgaciones, un anticuerpo que se une especificamente a una diana tiene una constante de disociacion
(Kd) de <1 puM, £100nM, £10nM, <1 nM o =<0,1nM. En determinadas divulgaciones, un anticuerpo se une
especificamente a un epitopo en una proteina que esta conservada entre las proteinas de diferentes especies. En otra
divulgacion, la unién especifica puede incluir, pero no requiere, una unién exclusiva.

Il Antagonistas de la union al eje de PD-1

En el presente documento se proporcionan procedimientos para tratar o retrasar la progresion del cancer en un individuo,
que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de un antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano. En
el presente documento también se proporcionan procedimientos de potenciacion de la funcion inmunitaria de un individuo
que tiene cancer, que comprenden administrar al individuo una cantidad eficaz de un antagonista de la unién al eje de
PD-1 y un taxano. Por ejemplo, un antagonista de la union al eje de PD-1 incluye un antagonista de la unién a PD-1, un
antagonista de la unién a PD-L1 y un antagonista de la unién a PD-L2. PD-1 (muerte programada 1) también se conoce
en la técnica como "muerte celular programada 1", "PDCD1", "CD279" y "SLEB2". Un PD-1 humano ejemplar se muestra
en el n.° de acceso a UniProtKB/Swiss-Prot Q15116. PD-L1 (ligando de muerte programada 1) también se conoce en la
técnica como "ligando 1 de muerte celular programada 1", "PDCD1LG1", "CD274", "B7-H" y "PDL1". Un PD-L1 humano
ejemplar se muestra en el n.° de acceso a UniProtkKB/Swiss-Prot Q9INZQ7.1. PD-L2 (ligando de muerte programada 2)
también se conoce en la técnica como "ligando 2 de muerte celular programada 2", "PDCD1LG2", "CD273", "B7-DC",
"Btdc" y "PDL2". Un PD-L2 humano ejemplar se muestra en el n.° de acceso a UniProtKB/Swiss-Prot Q9BQ51. En algunas
divulgaciones, PD-1, PD-L1 y PD-L2 son PD-1, PD-L1 y PD-L2 humanos.

En algunas divulgaciones, el antagonista de la unién a PD-1 es una molécula que inhibe la unién de PD-1 a sus
comparnieros de union ligandos. En un aspecto especifico, los compafieros de union ligandos de PD-1 son PD-L1 y/o PD-
L2. En ofra divulgacion, un antagonista de la unién a PD-L1 es una molécula que inhibe la unidon de PD-L1 a sus
companieros de unién. En un aspecto especifico, los compafieros de union de PD-L1 son PD-1 y/o B7-1. En otra
divulgacion, el antagonista de la union a PD-L2 es una molécula que inhibe la union de PD-L2 a sus comparieros de union.
En un aspecto especifico, un compafiero de union de PD-L2 es PD-1. El antagonista puede ser un anticuerpo, un
fragmento de unién a antigeno del mismo, una inmunoadhesina, una proteina de fusion u oligopéptido.

En algunas divulgaciones, el antagonista de la unién a PD-1 es un anticuerpo anti-PD-1 (por ejemplo, un anticuerpo
humano, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo quimérico). En algunas divulgaciones, el anticuerpo anti-PD-1 se
selecciona del grupo que consiste en MDX-1106 (nivolumab), MK-3475 (lambrolizumab) y CT-011 (pidilizumab). En
algunas divulgaciones, el antagonista de la unién a PD-1 es una inmunoadhesina (por ejemplo, una inmunoadhesina que
comprende una parte extracelular o de uniéon a PD-1 de PD-L1 o PD-L2 fusionada a una region constante (por ejemplo,
una region Fc de una secuencia de inmunoglobulina). En algunas divulgaciones, el antagonista de la union a PD-1 es
AMP-224. En algunas divulgaciones, el antagonista de la unién a PD-L1 es anticuerpo anti-PD-L1. En algunas
divulgaciones, el anticuerpo anti-PD-L1 se selecciona del grupo que consiste en YW243.55.S70, MPDL3280A, MDX-1105
y MEDI4736. El anticuerpo YW243.55.S70 es un anticuerpo anti-PD-L1 descrito en el documento WO 2010/077634. MDX-
1105, también conocido como BMS-936559, es un anticuerpo anti-PD-L1 descrito en el documento WO 2007/005874.
MEDI4736 es un anticuerpo monoclonal anti-PD-L1 descrito en los documentos WO 2011/066389 y US 2013/034559.
MDX-1106, también conocido como MDX-1106-04, ONO-4538 o BMS-936558 o nivolumab, es un anticuerpo anti-PD-1
descrito en el documento WO 2006/121168. MK-3475, también conocido como lambrolizumab, es un anticuerpo anti-PD-
1 descrito en el documento WO 2009/114335. CT-011, también conocido como hBAT, hBAT-1 o pidilizumab, es un
anticuerpo anti-PD-1 descrito en el documento WO 2009/101611. AMP-224, también conocido como B7-DClg, es un
receptor soluble de fusion de PD-L2-Fc descrito en los documentos WO 2010/027827 y WO 2011/066342.
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En algunas divulgaciones, el antagonista de la unién al eje de PD-1 es un anticuerpo anti-PD-L1. En algunas
divulgaciones, el anticuerpo anti-PD-L1 puede inhibir la unién entre PD-L1 y PD-1 y/o entre PD-L1 y B7-1. En algunas
divulgaciones, el anticuerpo anti-PD-L1 es un anticuerpo monoclonal. En algunas divulgaciones, el anticuerpo anti-PD-L1
es un fragmento de anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en fragmentos Fab, Fab'-SH, Fv, scFv y (Fab')z. En
algunas divulgaciones, el anticuerpo anti-PD-L1 es un anticuerpo humanizado. En algunas divulgaciones, el anticuerpo
anti-PD-L1 es un anticuerpo humano.

Se describen ejemplos de anticuerpos anti-PD-L1 utiles para el uso de la presente invencion en la solicitud de patente
PCT WO 2010/077634, WO 2007/005874, WO 2011/066389 y US 2013/034559.

Anticuerpos anti-PD-1

En algunas divulgaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es MDX-1106. Los nombres alternativos para "MDX-1106" incluyen
MDX-1106-04, ONO-4538, BMS-936558 o nivolumab. En algunas divulgaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es nivolumab
(numero de registro CAS: 946414-94-4). Todavia en otra divulgacion se proporciona un anticuerpo anti-PD-1 aislado que
comprende una regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la region variable de
cadena pesada de SEQ ID NO:1 y/o una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de la regioén variable de cadena ligera de SEQ ID NO:2. Todavia en otra divulgacion se proporciona un anticuerpo anti-
PD-1 aislado que comprende una secuencia de la cadena pesada y/o cadena ligera, en el que:

(a) la secuencia de la cadena pesada tiene al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un
92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %,
al menos un 99% o un 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de la cadena pesada:

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLDCKASGITFSNSGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGSKRYYADSVKGR

FTISRDNSKNTLFLOMNSLRAEDTAVYYCATNDDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKY
DKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP

SQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK (SEQ ID NO:1),y

(b) la secuencia de la cadena ligera tiene al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un
92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %,
al menos un 99% o un 100% de identidad de secuencia con la secuencia de la cadena ligera:

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTD
FTLTISSLEPEDFAVYYCQQSSNWPRTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFN
RGEC (SEQ ID NO:2).

Anticuerpos anti-PD-L1

En algunas divulgaciones, el anticuerpo en la formulacion comprende al menos un triptéfano (por ejemplo, al menos dos,
al menos tres o al menos cuatro) en la secuencia de la cadena pesada y/o ligera. En algunas divulgaciones, el aminoacido
triptofano estd en las regiones HVR, regiones estructurales y/o regiones constantes del anticuerpo. En algunas
divulgaciones, el anticuerpo comprende dos o tres residuos de triptéfano en las regiones HVR. En algunas divulgaciones,
el anticuerpo en la formulacion es un anticuerpo anti-PD-L1. PD-L1 (ligando de muerte programada 1), también conocido
como PDL1, B7-H1, B7-4, CD274 y B7-H, es una proteina transmembranaria, y su interaccion con PD-1 inhibe la
activacion de los linfocitos T y la produccion de citocinas. En algunas divulgaciones, el anticuerpo anti-PD-L1 descrito en
el presente documento se une a PD-L1 humano. Ejemplos de anticuerpos anti-PD-L1 que se pueden usar en los
procedimientos descritos en el presente documento se describen en la solicitud de patente PCT WO 2010/077634 A1y
el documento US 8.217.149.

En algunas divulgaciones, el anticuerpo anti-PD-L1 puede inhibir la unién entre PD-L1 y PD-1 y/o entre PD-L1 y B7-1. En
algunas divulgaciones, el anticuerpo anti-PD-L1 es un anticuerpo monoclonal. En algunas divulgaciones, el anticuerpo
anti-PD-L1 es un fragmento de anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en fragmentos Fab, Fab'-SH, Fv, scFv y
(Fab")2. En algunas divulgaciones, el anticuerpo anti-PD-L1 es un anticuerpo humanizado. En algunas divulgaciones, el
anticuerpo anti-PD-L1 es un anticuerpo humano.

Los anticuerpos anti-PD-L1 descritos en los documentos WO 2010/077634 A1 y US 8.217.149 se pueden usar en los
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procedimientos descritos en el presente documento. En algunas divulgaciones, el anticuerpo anti-PD-L1 comprende una
secuencia de la region variable de cadena pesada de SEQ ID NO:3 y/o una secuencia de la regién variable de cadena
ligera de SEQ ID NO:4. Todavia en otra divulgacion, se proporciona un anticuerpo anti-PD-L1 aislado que comprende una
secuencia de la regién variable de cadena pesada y una de la region variable de cadena ligera, en el que:

la secuencia de la cadena pesada tiene al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al
menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos
un 99% o un 100% de identidad de secuencia con la secuencia de la cadena pesada:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVKGRF
TISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSA (SEQ ID NO:3), ¥

(a) la secuencia de la cadena ligera tiene al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un
92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %,
al menos un 99% o un 100% de identidad de secuencia con la secuencia de la cadena ligera:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGTD

FTLTISSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGTKVEIKR (SEQ ID NO:4).

En una divulgacién, el anticuerpo anti-PD-L1 comprende una region variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, en la que:

(a) la secuencia de HVR-H1 es GFTFSXSWIH (SEQ ID NO:5);
(b) la secuencia de HVR-H2 es AWIX2PYGGSXsYYADSVKG (SEQ ID NO:6);
(c) la secuencia de HVR-H3 es RHWPGGFDY (SEQ ID NO:7);

en la que, ademas: X1esD o G; X2esSoL; Xses T oS. En un aspecto especifico, X1es D; X2es Sy Xses T.

En otro aspecto, el polipéptido comprende ademas secuencias estructurales de cadena pesada de la region variable
yuxtapuestas entre las HVR de acuerdo con la formula: (HC-FR1)-(HVR-H1)-(HC-FR2)-(HVR-H2)-(HC-FR3)-(HVR-H3)-
(HC-FRA4). Aun en otro aspecto, las secuencias estructurales se derivan de secuencias estructurales consenso humanas.
En otro aspecto, las secuencias estructurales son la secuencia estructural consenso de subgrupo Il de VH. Todavia en
otro aspecto, al menos una de las secuencias estructurales es la siguiente:

HC-FR1 es EVOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID NO:8)
HC-FR2 es WVRQAPGKGLEWYV (SEQ ID NO:9)
HC-FR3 es RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAR (SEQ ID NO:10)
HC-FR4 es WGQGTLVTVSA (SEQ ID NO:11).

Todavia en otro aspecto, el polipéptido de cadena pesada se combina ademas con una cadena ligera de la region variable
que comprende una HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3, en la que:

(a) la secuencia de HVR-L1 es RASQXaXs5XsT X7XsA (SEQ ID NO:12);
(b) la secuencia de HVR-L2 es SASXsl X108, (SEQ ID NO:13);
(c) la secuencia de HVR-L3 es QQX11X12X13X14PXisT (SEQ ID NO:14);

enlaque: XsesDoV;XsesVol; XeesSoN; X7resAoF;XsesVolL;XoesFoT;XwoesYoA; X11esY,G,FosS; X2
esL,Y,FoW;Xi3esY,N,A T,G Fol;XusuesH,V,P, Tol; Xises A, W, R, Po T. Todavia en otro aspecto, X4 es D;
XsesV; Xsges S; Xres A; Xses V; Xges F; Xioes Y; X11esY; Xiz2es L; Xizes Y; X4 H; X15 es A.

Todavia en otro aspecto, la cadena ligera comprende ademas secuencias estructurales de cadena ligera de la regioén
variable yuxtapuestas entre las HVR de acuerdo con la formula: (LC-FR1)-(HVR-L1)-(LC-FR2)-(HVR-L2)-(LC-FR3)-(HVR-
L3)-(LC-FR4). Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales se derivan de secuencias estructurales consenso
humanas. Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales son una estructura consenso de kappa | de VL. Todavia
en otro aspecto, al menos una de las secuencias estructurales es la siguiente:

LC-FR1 es DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO:15)
LC-FR2 es WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO:16)
LC-FR3 es GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO:17)
LC-FR4 es FGQGTKVEIKR (SEQ ID NO:18).

En otra divulgacion, se proporciona un anticuerpo anti-PD-L1 aislado o un fragmento de unién a antigeno que comprende
una secuencia de la region variable de cadena pesada y una de cadena ligera, en el que:

(a) la cadena pesada comprende una HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, en la que, ademas:
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0) la secuencia de HVR-H1 es GFTFSX1SWIH; (SEQ ID NO:5)
(i) la secuencia de HVR-H2 es AWIX:PYGGSX3YYADSVKG (SEQ ID NO:6)
(iii) la secuencia de HVR-H3 es RHWPGGFDY, y (SEQ ID NO:7)
(b) la cadena ligera comprende una HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3, en la que, ademas:
(i) la secuencia de HVR-L1 es RASQX4XsXsT X7XaA (SEQ ID NO:12)
(ii) la secuencia de HVR-L2 es SASXsLX10S; y (SEQ ID NO:13)
(iii) la secuencia de HVR-L3 es QQX11X12X1aX14PX1sT; (SEQ ID NO:14)

enlaque: X1esDoG; X2esSolL;XsesToS; XaesDoV; XsesVol; XeesSoN; XresAoF; XsesVol;XeesFo
T, XioesYoA; X11esY,G,FoS; Xi2esL,Y,FoW; XizesY,N,A T,G, Fol;XisesH,V,P, Tol; XisesA, W,R, P
o T. En un aspecto especifico, X1 es D; X2 es Sy Xs es T. En otro aspecto, X4 es D; Xs es V; Xs es S; X7 es A; Xses V; Xo
es F; Xioes Y; X11es Y; Xiz2es L; X3 es Y; X4 es H; X15 es A. Aun en otro aspecto, X1 es D; X2es Sy Xz es T, X4 es D;
XsesV; Xees S; X7es A; XsesV; Xoes F; Xioes Y; Xi1esY; Xizes L; Xizes Y; Xises Hy Xises A.

En otro aspecto, la regidn variable de cadena pesada comprende una 0 mas secuencias estructurales yuxtapuestas entre
las HVR como: (HC-FR1)-(HVR-H1)-(HC-FR2)-(HVR-H2)-(HC-FR3)-(HVR-H3)-(HC-FR4), y las regiones variables de
cadena ligera comprenden una o mas secuencias estructurales yuxtapuestas entre las HVR como: (LC-FR1)-(HVR-L1)-
(LC-FR2)-(HVR-L2)-(LC-FR3)-(HVR-L3)-(LC-FR4). Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales se derivan de
secuencias estructurales consenso humanas. Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena pesada
se derivan de una secuencia del subgrupo |, Il o lll de Kabat. Todavia en otro aspecto, la secuencia estructural de la
cadena pesada es una secuencia estructural consenso de subgrupo Il de VH. Todavia en otro aspecto, una o mas de las
secuencias estructurales de la cadena pesada se exponen como SEQ ID NO:8, 9,10 y 11. Todavia en otro aspecto, las
secuencias estructurales de la cadena ligera se derivan de una secuencia del subgrupo kappa |, I, Il o IV de Kabat.
Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera son una secuencia estructural consenso de
kappa | de VL. Todavia en otro aspecto, una o mas de las secuencias estructurales de la cadena ligera se exponen como
SEQ ID NO:15, 16, 17 y 18.

Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo comprende ademas una regién constante humana o murina. Todavia
en ofro aspecto, la regién constante humana se selecciona del grupo que consiste en IgG1, 1gG2, IgG2, 1gG3, IgG4.
Todavia en otro aspecto especifico, la regidon constante humana es IgG1. Todavia en otro aspecto, la region constante
murina se selecciona del grupo que consiste en IgG1, IgG2A, IgG2B, IgG3. Todavia en otro aspecto, la regién constante
murina es IgG2A. Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo tiene una funcién efectora reducida o minima. Todavia
en otro aspecto especifico, la funcion efectora minima es el resultado de una "mutacion de Fc sin efector" o aglucosilacion.
Todavia en otra divulgacion, la mutacion de Fc sin efector es una sustitucion N297A o D265A/N297A en la region
constante.

Aun en otra divulgacion, se proporciona un anticuerpo anti-PD-L1 que comprende una secuencia de la regién variable de
cadena pesada y una de cadena ligera, en el que:

(a) la cadena pesada comprende ademas una secuencia de HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3 que tiene al menos un
85 % de identidad de secuencia con GFTFSDSWIH (SEQ ID NO:19), AWISPYGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO:20) y
RHWPGGFDY (SEQ ID NO:21), respectivamente, o

(b) la cadena ligera comprende ademas una secuencia de HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3 que tiene al menos un 85 %
de identidad de secuencia con RASQDVSTAVA (SEQ ID NO:22), SASFLYS (SEQ ID NO:23) y QQYLYHPAT (SEQ
ID NO:24), respectivamente.

En un aspecto especifico, la identidad de secuencia es un 86 %, un 87 %, un 88 %, un 89 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %,
un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 %.

En otro aspecto, la regién variable de cadena pesada comprende una o mas secuencias estructurales yuxtapuestas entre
las HVR como: (HC-FR1)-(HVR-H1)-(HC-FR2)-(HVR-H2)-(HC-FR3)-(HVR-H3)-(HC-FR4), y las regiones variables de
cadena ligera comprenden una o mas secuencias estructurales yuxtapuestas entre las HVR como: (LC-FR1)-(HVR-L1)-
(LC-FR2)-(HVR-L2)-(LC-FR3)-(HVR-L3)-(LC-FR4). Aun en otro aspecto, las secuencias estructurales se derivan de
secuencias estructurales consenso humanas. Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena pesada
se derivan de una secuencia del subgrupo |, Il o lll de Kabat. Todavia en otro aspecto, la secuencia estructural de la
cadena pesada es una secuencia estructural consenso de subgrupo Il de VH. Todavia en otro aspecto, una o mas de las
secuencias estructurales de la cadena pesada se exponen como SEQ ID NO:8, 9,10 y 11. Todavia en otro aspecto, las
secuencias estructurales de la cadena ligera se derivan de una secuencia del subgrupo kappa |, I, Il o IV de Kabat.
Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera son una secuencia estructural consenso de
kappa | de VL. Todavia en otro aspecto, una o mas de las secuencias estructurales de la cadena ligera se exponen como
SEQ ID NO:15, 16, 17 y 18.

Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo comprende ademas una regiéon constante humana o murina. Todavia
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en ofro aspecto, la region constante humana se selecciona del grupo que consiste en IgG1, 19G2, 1gG2, IgG3, 1gG4.
Todavia en otro aspecto especifico, la region constante humana es IgG1. Todavia en otro aspecto, la regidon constante
murina se selecciona del grupo que consiste en IgG1, IgG2A, IgG2B, IgG3. Todavia en otro aspecto, la region constante
murina es IgG2A. Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo tiene una funcion efectora reducida o minima. Todavia
en otro aspecto especifico, la funcion efectora minima es el resultado de una "mutacién de Fc sin efector" o aglucosilacion.
Todavia en otra divulgacion, la mutacion de Fc sin efector es una sustitucion N297A o D265A/N297A en la region
constante.

En otra divulgacién se proporciona un anticuerpo anti-PD-L1 aislado que comprende una secuencia de la region variable
de cadena pesada y una de cadena ligera, en el que:

(a) la secuencia de la cadena pesada tiene al menos un 85 % de identidad de secuencia con la secuencia de la
cadena pesada:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVYRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVKGRF
TISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:25) y/o

(b) la secuencia de la cadena ligera tiene al menos un 85 % de identidad de secuencia con la secuencia de la cadena
ligera:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGTKVEIKR (SEQ ID NO:4).

En un aspecto especifico, la identidad de secuencia es un 86 %, un 87 %, un 88 %, un 89 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %,
un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 %. En otro aspecto, la region variable de
cadena pesada comprende una o mas secuencias estructurales yuxtapuestas entre las HVR como: (HC-FR1)-(HVR-H1)-
(HC-FR2)-(HVR-H2)-(HC-FR3)-(HVR-H3)-(HC-FR4), y las regiones variables de cadena ligera comprenden una o mas
secuencias estructurales yuxtapuestas entre las HVR como: (LC-FR1)-(HVR-L1)-(LC-FR2)-(HVR-L2)-(LC-FR3)-(HVR-
L3)-(LC-FR4). Aun en otro aspecto, las secuencias estructurales se derivan de secuencias estructurales consenso
humanas. En otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena pesada se derivan de una secuencia del subgrupo
I, I o lll de Kabat. Todavia en otro aspecto, la secuencia estructural de la cadena pesada es una secuencia estructural
consenso de subgrupo lll de VH. Todavia en otro aspecto, una o mas de las secuencias estructurales de la cadena pesada
se exponen como SEQ ID NO:8, 9,10 y WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:27).

Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera se derivan de una secuencia del subgrupo
kappa I, I, Il o IV de Kabat. Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera son una secuencia
estructural consenso de kappa | de VL. Todavia en otro aspecto, una o mas de las secuencias estructurales de la cadena
ligera se exponen como SEQ ID NO:15, 16, 17 y 18.

Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo comprende ademas una region constante humana o murina. Todavia
en otro aspecto, la region constante humana se selecciona del grupo que consiste en IgG1, 1gG2, 1gG2, IgG3, 1gG4.
Todavia en otro aspecto especifico, la regién constante humana es IgG1. Todavia en otro aspecto, la regidon constante
murina se selecciona del grupo que consiste en IgG1, IgG2A, 1gG2B, IgG3. Todavia en otro aspecto, la regién constante
murina es IgG2A. Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo tiene una funcion efectora reducida o minima. Todavia
en otro aspecto especifico, la funcidn efectora minima es el resultado de la produccién en células procariotas. Todavia en
otro aspecto especifico, la funcién efectora minima es el resultado de una "mutacion de Fc sin efector" o aglucosilacion.
Todavia en otra divulgacion, la mutacion de Fc sin efector es una sustitucion N297A o D265A/N297A en la regién
constante.

En otro aspecto, la regién variable de cadena pesada comprende una o mas secuencias estructurales yuxtapuestas entre
las HVR como: (HC-FR1)-(HVR-H1)-(HC-FR2)-(HVR-H2)-(HC-FR3)-(HVR-H3)-(HC-FR4), y las regiones variables de
cadena ligera comprenden una o mas secuencias estructurales yuxtapuestas entre las HVR como: (LC-FR1)-(HVR-L1)-
(LC-FR2)-(HVR-L2)-(LC-FR3)-(HVR-L3)-(LC-FR4). Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales se derivan de
secuencias estructurales consenso humanas. Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena pesada
se derivan de una secuencia del subgrupo |, Il o lll de Kabat. Todavia en otro aspecto, la secuencia estructural de la
cadena pesada es una secuencia estructural consenso de subgrupo Il de VH. Todavia en otro aspecto, una o mas de las
secuencias estructurales de cadena pesada es la siguiente:

HC-FR1  EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS (SEQ ID NO:29)
HC-FR2 ~ WVRQAPGKGLEWVA (SEQ ID NO:30)
HC-FR3  RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAR (SEQ ID NO:10)
HC-FR4  WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:27).

Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera se derivan de una secuencia del subgrupo
kappa I, Il, Il o IV de Kabat. Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera son una secuencia
estructural consenso de kappa | de VL. Todavia en otro aspecto, una o mas de las secuencias estructurales de la cadena
ligera es la siguiente:
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LC-FR1 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO:15)
LC-FR2 WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO:16)
LC-FR3 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO:17)
LC-FR4 FGQGTKVEIK (SEQ ID NO:28).

Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo comprende ademas una region constante humana o murina. Todavia
en otro aspecto, la region constante humana se selecciona del grupo que consiste en IgG1, 19G2, IgG2, 1gG3, 1gG4.
Todavia en otro aspecto especifico, la region constante humana es IgG1. Todavia en otro aspecto, la region constante
murina se selecciona del grupo que consiste en IgG1, IgG2A, IgG2B, IgG3. Todavia en otro aspecto, la region constante
murina es IgG2A. Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo tiene una funcion efectora reducida o minima. Todavia
en otro aspecto especifico, la funcién efectora minima es el resultado de una "mutacion de Fc sin efector” o aglucosilacion.
Todavia en otra divulgacion, la mutacion de Fc sin efector es una sustitucion N297A o D265A/N297A en la region
constante.

Aun en otra divulgacion, se proporciona un anticuerpo anti-PD-L1 que comprende una secuencia de la regién variable de
cadena pesada y una de cadena ligera, en el que:

(c) la cadena pesada comprende ademas una secuencia de HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3 que tiene al menos un
85 % de identidad de secuencia con GFTFSDSWIH (SEQ ID NO:19), AWISPYGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO:20)
y RHWPGGFDY (SEQ ID NO:21), respectivamente, y/o

(d) la cadena ligera comprende ademas una secuencia de HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3 que tiene al menos un 85 %
de identidad de secuencia con RASQDVSTAVA (SEQ ID NO:22), SASFLYS (SEQ ID NO:23) y QQYLYHPAT
(SEQ ID NO:24), respectivamente.

En un aspecto especifico, la identidad de secuencia es un 86 %, un 87 %, un 88 %, un 89 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %,
un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o un 100 %.

En otro aspecto, la regién variable de cadena pesada comprende una o mas secuencias estructurales yuxtapuestas entre
las HVR como: (HC-FR1)-(HVR-H1)-(HC-FR2)-(HVR-H2)-(HC-FR3)-(HVR-H3)-(HC-FR4), y las regiones variables de
cadena ligera comprenden una o mas secuencias estructurales yuxtapuestas entre las HVR como: (LC-FR1)-(HVR-L1)-
(LC-FR2)-(HVR-L2)-(LC-FR3)-(HVR-L3)-(LC-FR4). Aun en otro aspecto, las secuencias estructurales se derivan de
secuencias estructurales consenso humanas. Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena pesada
se derivan de una secuencia del subgrupo |, Il o lll de Kabat. Todavia en otro aspecto, la secuencia estructural de la
cadena pesada es una secuencia estructural consenso de subgrupo Il de VH. Todavia en otro aspecto, una o mas de las
secuencias estructurales de la cadena pesada se exponen como SEQ ID NO:8, 9, 10 y WGQGTLVTVSSASTK (SEQ
ID NO:31).

Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera se derivan de una secuencia del subgrupo
kappa I, I, Il o IV de Kabat. Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera son una secuencia
estructural consenso de kappa | de VL. Todavia en otro aspecto, una o mas de las secuencias estructurales de la cadena
ligera se exponen como SEQ ID NO:15, 16, 17 y 18. Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo comprende ademas
una region constante humana o murina. Todavia en otro aspecto, la regidon constante humana se selecciona del grupo
que consiste en IgG1, IgG2, IgG2, IgG3, IgG4. Todavia en otro aspecto especifico, la region constante humana es IgG1.
Todavia en otro aspecto, la regidn constante murina se selecciona del grupo que consiste en IgG1, IgG2A, IgG2B, IgG3.
Todavia en otro aspecto, la regidon constante murina es IgG2A. Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo tiene
una funcién efectora reducida o minima. Todavia en otro aspecto especifico, la funciéon efectora minima es el resultado
de una "mutacion de Fc sin efector" o aglucosilacion. Todavia en otra divulgacion, la mutacion de Fc sin efector es una
sustitucion N297A o D265A/N297A en la region constante.

Todavia en otra divulgacion, se proporciona un anticuerpo anti-PD-L1 aislado que comprende una secuencia de la region
variable de cadena pesada y una de cadena ligera, en el que:

(a) la secuencia de la cadena pesada tiene al menos un 85 % de identidad de secuencia con la secuencia de la
cadena pesada:
EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVKGRF
TISADTSKNTAYLQOMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSSASTK (SEQ ID NO:26) o

(b) la secuencia de la cadena ligera tiene al menos un 85 % de identidad de secuencia con la secuencia de la cadena
ligera:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGTKVEIKR ' (SEQ ID NO:4).

En algunas divulgaciones se proporciona un anticuerpo anti-PD-L1 aislado que comprende una secuencia de la regién
variable de cadena pesada y cadena ligera, en el que la secuencia de la regién variable de cadena ligera tiene al menos
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un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al menos un
91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %,
al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:4. En algunas divulgaciones se proporciona un anticuerpo anti-PD-L1 aislado que comprende una secuencia de la
region variable de cadena pesada y cadena ligera, en el que la secuencia de la region variable de cadena pesada tiene
al menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos
un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:26. En algunas divulgaciones se proporciona un anticuerpo anti-PD-L1 aislado que comprende una
secuencia de la regidn variable de cadena pesada y cadena ligera, en el que la secuencia de la region variable de cadena
ligera tiene al menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un
90%, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %,
al menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 4 y la secuencia de la regién variable de cadena pesada tiene al menos un 85 %, al menos
un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un
92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %,
al menos un 99 % o un 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26. En algunas
divulgaciones, uno, dos, tres, cuatro o cinco residuos aminoacidicos en el extremo N terminal de la cadena pesada y/o
ligera se pueden eliminar, sustituir o modificar.

Todavia en otra divulgacion, se proporciona un anticuerpo anti-PD-L1 aislado que comprende una secuencia de la cadena
pesada y una de la cadena ligera, en el que:

(a) la secuencia de la cadena pesada tiene al menos un 85 % de identidad de secuencia con la secuencia de la
cadena pesada:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVKGRF
TISADTSKNTAYLOQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTS
GGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN

WYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE

PQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:32) y/o

(b) la secuencia de la cadena ligera tiene al menos un 85 % de identidad de secuencia con la secuencia de la cadena
ligera:
DIGMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVYPSRFSGSGSGTD

FTLTISSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYP

REAKVOQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFN
RGEC (SEQ ID NO:33).

En algunas divulgaciones se proporciona un anticuerpo anti-PD-L1 aislado que comprende una secuencia de la cadena
pesada y una de la cadena ligera, en el que la secuencia de la cadena ligera tiene al menos un 85 %, al menos un 86 %,
al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al
menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al
menos un 99 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33. En algunas divulgaciones
se proporciona un anticuerpo anti-PD-L1 aislado que comprende una secuencia de la cadena pesada y una de la cadena
ligera, en el que la secuencia de la cadena pesada tiene al menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al
menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos
un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de identidad
de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:32. En algunas divulgaciones se proporciona un anticuerpo
anti-PD-L1 aislado que comprende una secuencia de la cadena pesada y una de la cadena ligera, en el que la secuencia
de la cadena ligera tiene al menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %,
al menos un 90%, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al
menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de identidad de secuencia con la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:33 y la secuencia de la cadena pesada tiene al menos un 85 %, al menos un 86 %, al
menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos
un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un
99 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:32.

En algunas divulgaciones, el anticuerpo anti-PD-L1 aislado esta aglucosilado. La glucosilaciéon de anticuerpos esta
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tipicamente unida a N o bien unida a O. Unida a N se refiere al acoplamiento del resto glucidico a la cadena lateral de un
residuo de asparagina. Las secuencias de tripéptido asparagina-X-serina y asparagina-X-treonina, donde X es cualquier
aminoacido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento para el acoplamiento enzimatico del resto glucidico a
la cadena lateral de asparagina. Por tanto, la presencia de cualquiera de estas secuencias de tripéptido en un polipéptido
crea un sitio de glucosilacion potencial. La glucosilacién unida a O se refiere al acoplamiento de uno de los glucidos N-
acetilgalactosamina, galactosa o xilosa a un hidroxiaminoacido, lo mas cominmente serina o treonina, aunque también
se puede usar 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina. La eliminacion de sitios de glucosilacion para formar un anticuerpo se
logra convenientemente alterando la secuencia de aminoacidos de modo que se elimine una de las secuencias
tripeptidicas descritas anteriormente (para sitios de glucosilacion unida a N). La alteracidn se puede realizar por sustitucion
de un residuo de asparagina, serina o treonina dentro del sitio de glucosilacion con otro residuo aminoacidico (por ejemplo,
glicina, alanina o una sustitucion conservadora).

En cualquiera de las divulgaciones en el presente documento, el anticuerpo anti-PD-L1 aislado se puede unir a un PD-L1
humano, por ejemplo, un PD-L1 humano como se muestra en el n.° de acceso a UniProtKB/Swiss-Prot QINZQ7.1, o una
variante del mismo.

Todavia en oftra divulgacion, se proporcionan acidos nucleicos aislados que codifican cualquiera de los anticuerpos
descritos en el presente documento. En algunas divulgaciones, el 4cido nucleico comprende ademas un vector adecuado
para la expresion del acido nucleico que codifica cualquiera de los anticuerpos anti-PD-L1 descritos previamente. Todavia
en otro aspecto especifico, el vector es una célula huésped adecuada para la expresion del acido nucleico. Todavia en
otro aspecto especifico, la célula huésped es una célula eucariota o una célula procariota. Todavia en otro aspecto
especifico, la célula eucariota es una célula de mamifero, tal como una célula de ovario de hamster chino (CHO).

El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se puede preparar usando procedimientos conocidos en la
técnica, por ejemplo, mediante un procedimiento que comprende cultivar una célula huésped que contiene acido nucleico
que codifica cualquiera de los anticuerpos anti-PD-L1 o fragmento de unién a antigeno descritos previamente en una
forma adecuada para la expresion, en condiciones adecuadas para producir dicho anticuerpo o fragmento, y recuperar el
anticuerpo o fragmento.

ll. Preparacion de anticuerpos

El anticuerpo descrito en el presente documento se prepara usando técnicas disponibles en la técnica para generar
anticuerpos, cuyos procedimientos ejemplares se describen con mas detalle en las siguientes secciones.

El anticuerpo se dirige contra un antigeno de interés (por ejemplo, PD-L1 (tal como un PD-L1 humano), PD1 (tal como
PD-L1 humano), PD-L2 (tal como PD-L2 humano), etc.). Preferentemente, el antigeno es un polipéptido biolégicamente
importante y la administracion del anticuerpo a un mamifero que padece un trastorno puede dar como resultado un
beneficio terapéutico en dicho mamifero.

En determinadas divulgaciones, un anticuerpo proporcionado en el presente documento tiene una constante de
disociacion (Kd) de <1 pyM, <150 nM, <100 nM, <50 nM, £10nM, <1 nM, £0,1 nM, 0,01 nM o <0,001 nM (por
ejemplo, 10 M o0 menos, por ejemplo, de 108 M a 10-'3 M, por ejemplo, de 10° M a 1013 M).

En una divulgacion, se mide la Kd mediante un ensayo de unién a antigeno radiomarcado (RIA) realizado con la version
Fab de un anticuerpo de interés y su antigeno como se describe mediante el siguiente ensayo. Se mide la afinidad de
union en solucién de los Fab por el antigeno equilibrando los Fab con una concentracion minima de antigeno marcado
con ('?51) en presencia de una serie de valoraciones de antigeno no marcado, capturando a continuacion el antigeno unido
con una placa recubierta con anticuerpo anti-Fab (véase, por ejemplo, Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865-881(1999)). Para
establecer las condiciones para el ensayo, se recubren placas de multiples pocillos MICROTITER® (Thermo Scientific)
durante la noche con 5 pg/ml de un anticuerpo anti-Fab de captura (Cappel Labs) en carbonato de sodio 50 mM (pH 9,6)
y posteriormente se bloquea con seroalbumina bovina al 2 % (p/v) en PBS durante dos a cinco horas a temperatura
ambiente (aproximadamente 23 °C). En una placa no adsorbente (Nunc n.° 269620), se mezcla antigeno marcado con
['2%1] 100 pM o 26 pM con diluciones seriadas de un Fab de interés. A continuacion, el Fab de interés se incuba durante
la noche; sin embargo, la incubacién puede continuar durante un periodo mas largo (por ejemplo, de aproximadamente
65 horas) para garantizar que se alcanza el equilibrio. Después de esto, se transfieren las mezclas a la placa de captura
para su incubacion a temperatura ambiente (por ejemplo, durante una hora). A continuacion, se retira la solucion y se lava
la placa ocho veces con polisorbato 20 (TWEEN-20®) al 0,1 % en PBS. Cuando las placas se hayan secado, se afiaden
150 pl/pocillo de centelleador (MICROSCINT-20™, Packard) y las placas se cuentan en un contador gamma
TOPCOUNT™ (Packard) durante diez minutos. Se eligen concentraciones de cada Fab que dan menos de o igual a un
20 % de unidn maxima para su uso en ensayos de unidon competitiva.

De acuerdo con ofra divulgacion, la Kd se mide usando ensayos de resonancia de plasmones superficiales usando un
BIACORE®-2000 o un BIACORE®-3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25 °C con chips CM5 de antigeno inmovilizado
a aproximadamente 10 unidades de respuesta (UR). En resumen, se activan matrices de biosensor de dextrano
carboximetilado (CM5, BIACORE, Inc.) con clorhidrato de N-etil-N-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y N-
hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. El antigeno se diluye con acetato de sodio
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10 mM, pH 4,8, hasta 5 pg/ml (aproximadamente 0,2 uyM) antes de la inyecciéon a un caudal de 5 pl/minuto para lograr
aproximadamente 10 unidades de respuesta (UR) de proteina acoplada. Tras la inyeccion del antigeno, se inyecta
etanolamina 1 M para bloquear los grupos sin reaccionar. Para las mediciones cinéticas, se inyectan diluciones seriadas
al 2 % de Fab (de 0,78 nM a 500 nM) en PBS con tensioactivo polisorbato 20 (TWEEN-20™) (PBST) al 0,05 % a 25 °C a
un caudal de aproximadamente 25 pl/min. Se calculan las velocidades de asociacion (Kaso) ¥ velocidades de disociacion
(kdis) usando un modelo de union de Langmuir uno a uno sencillo (programa informatico de evaluacion de BIACORE®,
version 3.2) ajustando simultaneamente los sensogramas de asociacion y disociacion. La constante de disociacion en
equilibrio (Kd) se calcula como la proporcion Kdis'kaso. Véase, por ejemplo, Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865-881 (1999).
Si la velocidad de asociacion supera 10 M-! s”' mediante el ensayo de resonancia de plasmones superficiales anterior,
entonces la velocidad de asociacién se puede determinar usando una técnica de extincion fluorescente que mide el
incremento o disminucion en la intensidad de emision de fluorescencia (excitacion = 295 nm; emisiéon = 340 nm, paso de
banda 16 nm) a 25 °C de un anticuerpo (forma Fab) antiantigeno 20 nM en PBS, pH 7,2, en presencia de concentraciones
crecientes de antigeno como se mide en un espectrometro, tal como un espectrofotdmetro equipado con interrupcién de
flujo (Aviv Instruments) o un espectrofotometro SLM-AMINCO™ serie 8000 (ThermoSpectronic) con una cubeta agitada.

(i) Preparacioén de antigeno

Se pueden usar antigenos o fragmentos de los mismos solubles, opcionalmente conjugados con otras moléculas, como
inmundgenos para generar anticuerpos. Para moléculas transmembranarias, tales como receptores, se pueden usar
fragmentos de estos (por ejemplo, el dominio extracelular de un receptor) como inmundgeno. De forma alternativa, se
pueden usar células que expresan la molécula transmembranaria como inmunégeno. Se pueden derivar dichas células
de una fuente natural (por ejemplo, lineas celulares de cancer) o pueden ser células que se han transformado por técnicas
recombinantes para expresar la molécula transmembranaria. Otros antigenos y formas de los mismos Utiles para preparar
anticuerpos seran evidentes para los expertos en la técnica.

(ii) Determinados procedimientos basados en anticuerpos

Los anticuerpos policlonales se obtienen preferentemente en animales mediante multiples inyecciones subcutaneas (s.c.)
o intraperitoneales (i.p.) del antigeno pertinente y un adyuvante. Puede ser util conjugar el antigeno pertinente con una
proteina que sea inmundgena en la especie que se va a inmunizar, por ejemplo, hemocianina de lapa californiana,
seroalbumina, tiroglobulina bovina o inhibidor de tripsina de soja, usando un agente bifuncional o derivatizante, por
ejemplo, éster de maleimidobenzoil sulfosuccinimida (conjugacion a través de residuos de cisteina), N-hidroxisuccinimida
(a través de residuos de lisina), glutaraldehido, anhidrido succinico, SOCI2 0 RIN=C=NR, donde Ry R" son grupos alquilo
diferentes.

Se inmunizan animales contra el antigeno, conjugados inmundgenos o derivados combinando, por ejemplo, 100 ugo 5 ug
de la proteina o conjugado (para conejos o ratones, respectivamente) con 3 volumenes de adyuvante completo de Freund
e inyectando la solucion por via intradérmica en multiples sitios. Un mes mas tarde, se administra a los animales una dosis
de refuerzo con 1/5 a 1/10 de la cantidad original de péptido o conjugado en adyuvante completo de Freund mediante
inyeccion subcutanea en multiples sitios. De siete a 14 dias mas tarde se extrae sangre de los animales y el suero se
somete a ensayo para determinar el valor de los anticuerpos. Se administra una dosis de refuerzo a los animales hasta
alcanzar una meseta del valor. Preferentemente, se administra una dosis de refuerzo al animal con el conjugado del
mismo antigeno, pero conjugado con una proteina diferente y/o a través de un reactivo de reticulacion diferente. También
se pueden preparar conjugados en cultivo celular recombinante como fusiones de proteinas. Ademas, se usan
adecuadamente agentes de agregacion, tales como alumbre, para potenciar la respuesta inmunitaria.

Se pueden preparar anticuerpos monoclonales de la invencion usando el procedimiento de hibridoma descrito por primera
vez por Kohler et al., Nature, 256:495 (1975), y descrito ademas, por ejemplo, en Hongo et al., Hybridoma, 14 (3): 253-
260 (1995), Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2.2 ed. 1988);
Hammerling et al., en: Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 563-681 (Elsevier, N.Y., 1981), y Ni, Xiandai
Mianyixue, 26(4):265-268 (2006) con respecto a los hibridomas humanos-humanos. Procedimientos adicionales incluyen
los descritos, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.° 7.189.826 con respecto a la produccion de anticuerpos
monoclonales IgM natural humana a partir de lineas celulares de hibridoma. La tecnologia de hibridomas humanos
(tecnologia de triomas) se describe en Vollmers y Brandlein, Histology and Histopathology, 20(3):927-937 (2005) y en
Vollmers y Brandlein, Methods and Findings in Experimental and Clinical Pharmacology, 27(3):185-91 (2005).

Para otras técnicas de hibridoma diversas, véanse, por ejemplo, las publicaciones de patente de EE. UU. n.°s
2006/258841; 2006/183887 (anticuerpos totalmente humanos), 2006/059575; 2005/287149; 2005/100546; vy
2005/026229; y las patentes de EE. UU. n.°s 7.078.492 y 7.153.507. Un protocolo ejemplar para producir anticuerpos
monoclonales usando el procedimiento de hibridoma se describe como sigue. En una divulgacién, un ratén u otro animal
huésped apropiado, tal como un hamster, se inmuniza para generar linfocitos que producen o pueden producir anticuerpos
que se unen especificamente a la proteina usada para la inmunizacién. Los anticuerpos se generan en los animales
mediante multiples inyecciones subcutaneas (s.c.) o intraperitoneales (i.p.) de un polipéptido de la divulgaciéon o un
fragmento del mismo, y un adyuvante, tal como monofosforil lipido A (MPL)/dicrinomicolato de trehalosa (TDM) (Ribi
Immunochem. Research, Inc., Hamilton, MT). Se puede preparar un polipéptido de la divulgacién (por ejemplo, antigeno)
o un fragmento del mismo usando procedimientos bien conocidos en la técnica, tales como procedimientos recombinantes,
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de los que algunos se describen ademas en el presente documento. Se somete a ensayo el suero de los animales
inmunizados para detectar anticuerpos antiantigeno, y se administran opcionalmente inmunizaciones de refuerzo. Se
aislan los linfocitos de animales que producen anticuerpos antiantigeno. De forma alternativa, los linfocitos se pueden
inmunizar in vitro.

Los linfocitos se fusionan a continuacién con células de mieloma usando un agente de fusion adecuado, tal como
polietilenglicol, para formar una célula de hibridoma. Véase, por ejemplo, Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and
Practice, pag. 59-103 (Academic Press, 1986). Se pueden usar células de mieloma que se fusionan eficazmente,
mantienen una produccion estable de alto nivel de anticuerpo por las células productoras de anticuerpos seleccionadas,
y son sensibles a un medio, tal como el medio HAT. Las células de mieloma ejemplares incluyen, pero no se limitan a,
lineas de mieloma murino, tales como las derivadas de tumores de ratén MOPC-21 y MPC-11 disponibles de Salk Institute
Cell Distribution Center, San Diego, California, EE. UU., y células SP-2 o X63-Ag8-653 disponibles de la American Type
Culture Collection, Rockville, Md., EE. UU. También se han descrito lineas celulares de heteromieloma de ratén-humano
y mieloma humano para la produccion de anticuerpos monoclonales humanos (Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984);
Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pag. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva
York, 1987)).

Las células de hibridoma preparadas de este modo se siembran y cultivan en un medio de cultivo adecuado, por ejemplo,
un medio que contenga una o mas sustancias que inhiban el crecimiento o la supervivencia de las células de mieloma
originales no fusionadas. Por ejemplo, si las células de mieloma originales carecen de la enzima hipoxantina guanina
fosforribosiltransferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los hibridomas incluira tipicamente hipoxantina,
aminopterina y timidina (medio HAT), evitando dichas sustancias el crecimiento de células carentes de HGPRT.
Preferentemente, se usan procedimientos de cultivo de células de hibridoma sin suero para reducir el uso de suero
derivado de animales tal como suero fetal bovino, como se describe, por ejemplo, en Even et al., Trends in Biotechnology,
24(3), 105-108 (2006).

Los oligopéptidos como herramientas para mejorar la productividad de los cultivos de células de hibridoma se describen
en Franek, Trends in Monoclonal Antibody Research, 111-122 (2005). Especificamente, se enriquecen medios de cultivo
estandar con determinados aminoacidos (alanina, serina, asparagina, prolina) o con fracciones de hidrolizado de
proteinas, y la apoptosis se puede suprimir significativamente por oligopéptidos sintéticos, constituidos por tres a seis
residuos aminoacidicos. Los péptidos estan presentes en concentraciones milimolares o mayores.

El medio de cultivo en el que se cultivan las células de hibridoma se puede someter a ensayo para la produccién de
anticuerpos monoclonales que se unen a un anticuerpo de la invencion. Se determina la especificidad de unién de
anticuerpos monoclonales producidos por células de hibridoma mediante inmunoprecipitacién o mediante un ensayo de
union in vitro, tal como radioinmunoensayo (RIA) o ensayo de inmunoadsorcién enzimatica (ELISA). La afinidad de union
del anticuerpo monoclonal se puede determinar, por ejemplo, mediante analisis de Scatchard. Véase, por ejemplo,
Munson et al., Anal. Biochem., 107:220 (1980).

Después de que se identifican las células de hibridoma que producen anticuerpos de la especificidad, afinidad y/o actividad
deseadas, los clones se pueden subclonar mediante procedimientos de diluciéon limitante y cultivar mediante
procedimientos estandar. Véase, por ejemplo, Goding, supra. Los medios de cultivo adecuados para este propdsito
incluyen, por ejemplo, medio D-MEM o RPMI-1640. Ademas, las células de hibridoma se pueden cultivar in vivo como
tumores asciticos en un animal. Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones se separan adecuadamente
del medio de cultivo, liquido ascitico o suero mediante procedimientos de purificacion de inmunoglobulinas
convencionales, tales como, por ejemplo, proteina A-Sepharose, cromatografia con hidroxilapatita, electroforesis en gel,
dialisis o cromatografia de afinidad. Un procedimiento para el aislamiento de proteinas a partir de células de hibridoma se
describe en el documento US 2005/176122 y la patente de EE. UU. n.° 6.919.436. El procedimiento incluye el uso de
sales minimas, tales como sales liotropicas, en el procedimiento de union y preferentemente también el uso de pequefias
cantidades de disolventes organicos en el procedimiento de elucion.

(iii) Anticuerpos derivados de colecciones

Se pueden aislar los anticuerpos de la invencion cribando colecciones combinatorias para determinar los anticuerpos con
la actividad o actividades deseada(s). Por ejemplo, una variedad de procedimientos es conocida en la técnica para generar
colecciones de presentacion en fagos y cribar dichas colecciones para determinar anticuerpos que posean las
caracteristicas de unién deseadas. Procedimientos adicionales se revisan, por ejemplo, en Hoogenboom et al., en
Methods in Molecular Biology 178:1-37 (O'Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ, 2001) y se describen, ademas, por
ejemplo, en McCafferty et al., Nature 348:552-554; Clackson et al., Nature 352: 624-628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol.
222:581-597 (1992); Marks y Bradbury, en Methods in Molecular Biology 248:161-175 (Lo, ed., Human Press, Totowa,
NJ, 2003); Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093 (2004); Fellouse,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34):12467-12472 (2004); y Lee et al., J. Immunol. Methods 284(1-2): 119-132(2004).

En determinados procedimientos de presentacion en fagos, los repertorios de genes de VH y VL se clonan por separado

mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y se recombinan aleatoriamente en colecciones de fagos, que a
continuacién se pueden cribar para determinar el fago de unién a antigeno como se describe en Winter et al., Ann. Rev.
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Immunol., 12: 433-455 (1994). Tipicamente, los fagos presentan fragmentos de anticuerpo, como fragmentos Fv
monocatenarios (scFv) o bien como fragmentos Fab. Las colecciones de fuentes inmunizadas proporcionan anticuerpos
de alta afinidad por el inmundgeno sin el requisito de construir hibridomas. De forma alternativa, se puede clonar el
repertorio sin exposicion previa (por ejemplo, de un ser humano) para proporcionar una unica fuente de anticuerpos para
una amplia gama de antigenos propios y también no propios sin ninguna inmunizacion como se describe por Griffiths et
al., EMBO J, 12: 725-734 (1993). Finalmente, también se pueden preparar de manera sintética colecciones sin exposicion
previa clonando segmentos génicos V no reordenados a partir de células madre y usando cebadores de PCR que
contienen secuencias aleatorias para codificar las regiones CDR3 altamente variables y conseguir el reordenamiento in
vitro, como se describe por Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992). Las publicaciones de patente que
describen colecciones de fagos de anticuerpos humanos incluyen, por ejemplo: la patente de EE. UU. n.° 5.750.373 y las
publicaciones de patente de EE. UU. n.°s 2005/0079574, 2005/0119455, 2005/0266000, 2007/0117126, 2007/0160598,
2007/0237764, 2007/0292936 y 2009/0002360.

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo aislados de colecciones de anticuerpos humanos se consideran anticuerpos
humanos o fragmentos de anticuerpo humano en el presente documento.

(iv) Anticuerpos quiméricos, humanizados y humanos

En determinadas divulgaciones, un anticuerpo proporcionado en el presente documento es un anticuerpo quimérico.
Determinados anticuerpos quiméricos se describen, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.° 4.816.567; y Morrison et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984). En un ejemplo, un anticuerpo quimérico comprende una region
variable no humana (por ejemplo, una region variable derivada de un ratén, rata, hamster, conejo o primate no humano,
tal como un mono) y una regién constante humana. En otro ejemplo, un anticuerpo quimérico es un anticuerpo de "clase
cambiada" en el que se ha cambiado la clase o subclase respecto a la del anticuerpo original. Los anticuerpos quiméricos
incluyen fragmentos de unién a antigeno de los mismos.

En determinadas divulgaciones, un anticuerpo quimérico es un anticuerpo humanizado. Tipicamente, se humaniza un
anticuerpo no humano para reducir la inmunogenicidad en los seres humanos, mientras que se retienen la especificidad
y afinidad del anticuerpo no humano original. En general, un anticuerpo humanizado comprende uno o mas dominios
variables en los que las HVR, por ejemplo, las CDR (o partes de las mismas), se derivan de un anticuerpo no humano y
las FR (o partes de las mismas) se derivan de secuencias de anticuerpos humanos. Un anticuerpo humanizado también
comprendera opcionalmente al menos una parte de una region constante humana. En algunas divulgaciones, se
sustituyen algunos residuos de FR en un anticuerpo humanizado con los residuos correspondientes de un anticuerpo no
humano (por ejemplo, el anticuerpo del que se derivan los residuos de HVR), por ejemplo, para restablecer o mejorar la
especificidad o afinidad del anticuerpo.

Los anticuerpos humanizados y los procedimientos para prepararlos se revisan, por ejemplo, en Almagro y Fransson,
Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008), y se describen, ademas, por ejemplo, en Riechmann et al., Nature 332:323-329
(1988); Queen et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA 86:10029-10033 (1989); las patentes de EE. UU. n.°s 5.821.337,
7.527.791, 6.982.321 y 7.087.409; Kashmiri et al., Methods 36:25-34 (2005) (que describe el injerto en la SDR (a-CDR));
Padlan, Mol. Immunol. 28:489-498 (1991) (que describe el "rebarnizado"); Dall'Acqua et al., Methods 36:43-60 (2005) (que
describe el "barajado de FR"); y Osbourn et al., Methods 36:61-68 (2005) y Klimka et al., Br. J. Cancer, 83:252-260 (2000)
(que describe el enfoque de "seleccidn guiada” para el barajado de FR).

Las regiones estructurales humanas que se pueden usar para la humanizacion incluyen, pero no se limitan a: regiones
estructurales seleccionadas usando el procedimiento de "mejor ajuste” (véase, por ejemplo, Sims et al., J. Immunol.,
151:2296 (1993)); regiones estructurales derivadas de la secuencia consenso de anticuerpos humanos de un subgrupo
particular de regiones variables de la cadena ligera o pesada (véase, por ejemplo, Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 89:4285 (1992); y Presta et al.,, J. Immunol., 151:2623 (1993)); regiones estructurales maduras (mutadas
somaticamente) humanas o regiones estructurales de la estirpe germinal humana (véase, por ejemplo, Almagro y
Fransson, Front. Biosci., 13:1619-1633 (2008)); y regiones estructurales derivadas del cribado de colecciones de FR
(véase, por ejemplo, Baca et al., J. Biol. Chem. 272:10678-10684 (1997) y Rosok et al., J. Biol. Chem. 271:22611-22618
(1996)).

En determinadas divulgaciones, un anticuerpo proporcionado en el presente documento es un anticuerpo humano. Se
pueden producir anticuerpos humanos usando diversas técnicas conocidas en la técnica. Se describen, en general,
anticuerpos humanos en van Dijk y van de Winkel, Curr. Opin. Pharmacol. 5: 368-74 (2001) y Lonberg, Curr. Opin.
Immunol. 20:450-459 (2008).

Se pueden preparar anticuerpos humanos administrando un inmundégeno a un animal transgénico que se haya modificado
para producir anticuerpos humanos inalterados o anticuerpos inalterados con regiones variables humanas en respuesta
a la exposicion antigénica. Dichos animales tipicamente contienen la totalidad o una parte de los locus de inmunoglobulina
humana, que reemplazan a los locus de inmunoglobulina endégena, o que estan presentes de forma extracromosémica
o integrados aleatoriamente en los cromosomas del animal. En dichos ratones transgénicos, los locus de inmunoglobulina
enddgena, en general, se han inactivado. Para una revision de los procedimientos para obtener anticuerpos humanos de
animales transgénicos, véase Lonberg, Nat. Biotech. 23:1117-1125 (2005). Véanse también, por ejemplo, las patentes de
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EE. UU. n.°s 6.075.181 y 6.150.584 que describen la tecnologia XENOMOUSE™; la patente de EE. UU. n.° 5.770.429
que describe la tecnologia HUMAB®); la patente de EE. UU. n.° 7.041.870 que describe la tecnologia K-M MOUSE® y la
publicacion de solicitud de patente de EE. UU. n.° US 2007/0061900, que describe la tecnologia VELOCIMOUSE®. Las
regiones variables humanas de anticuerpos inalterados generados por dichos animales se pueden modificar
adicionalmente, por ejemplo, mediante combinacién con una region constante humana diferente.

También se pueden preparar anticuerpos humanos mediante procedimientos basados en hibridoma. Se han descrito
lineas de células de mieloma humano y de heteromieloma humano-murino para la produccién de anticuerpos
monoclonales humanos. (Véase, por ejemplo, Kozbor J. Immunol., 133:3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody
Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987); y Boerner et al., J. Immunol.,
147:86 (1991).) Los anticuerpos humanos generados a través de la tecnologia de hibridoma de linfocitos B humanos
también se describen en Li et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:3557-3562 (2006). Procedimientos adicionales incluyen
los descritos, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.° 7.189.826 (que describe la produccion de anticuerpos IgM
humanos monoclonales a partir de lineas celulares de hibridomas) y Ni, Xiandai Mianyixue, 26(4):265-268 (2006) (que
describe hibridomas humanos-humanos). La tecnologia de hibridomas humanos (tecnologia de triomas) también se
describe en Vollmers y Brandlein, Histology and Histopathology, 20(3):927-937 (2005) y en Vollmers y Brandlein, Method's
and Findings in Experimental and Clinical Pharmacology, 27(3):185-91 (2005).

También se pueden generar anticuerpos humanos aislando secuencias de dominio variable del clon Fv seleccionadas de
colecciones de presentacion en fagos derivadas de seres humanos. A continuacion, se pueden combinar dichas
secuencias de dominio variable con un dominio constante humano deseado. Las técnicas para seleccionar anticuerpos
humanos de colecciones de anticuerpos se describen a continuacion.

(v) Fragmentos de anticuerpo

Se pueden generar fragmentos de anticuerpo por medios tradicionales, tales como digestion enzimatica, o por técnicas
recombinantes. En determinadas circunstancias, existen ventajas del uso de fragmentos de anticuerpo, en lugar de
anticuerpos completos. El tamafio mas pequefio de los fragmentos permite un aclaramiento rapido y puede dar lugar a un
acceso mejorado a tumores sélidos. Para una revision de determinados fragmentos de anticuerpo, véase Hudson et al.
(2003) Nat. Med. 9:129-134.

Se han desarrollado diversas técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpo. Tradicionalmente, estos
fragmentos se derivaban por medio de digestién proteolitica de anticuerpos inalterados (véase, por ejemplo, Morimoto et
al., Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992) y Brennan et al., Science, 229:81 (1985)). Sin
embargo, estos fragmentos se pueden producir ahora directamente mediante células huésped recombinantes. Los
fragmentos de anticuerpo Fab, Fv y scFv se pueden expresar en y secretar a partir de E. coli, permitiendo de este modo
la facil produccién de grandes cantidades de estos fragmentos. Se pueden aislar fragmentos de anticuerpo de las
colecciones de fagos de anticuerpos analizadas anteriormente. De forma alternativa, se pueden recuperar directamente
fragmentos Fab'-SH de E. coli y acoplar quimicamente para formar fragmentos F(ab')2 (Carter et al., Bio/Technology
10:163-167 (1992)). De acuerdo con otro enfoque, se pueden aislar directamente fragmentos F(ab’)z a partir del cultivo
de células huésped recombinantes. El fragmento Fab y F(ab’)2 con semivida in vivo incrementada que comprende residuos
de epitopo de unién a receptor de rescate se describen en la patente de EE. UU. n.° 5.869.046. Otras técnicas para la
produccién de fragmentos de anticuerpo seran evidentes para el experto en la técnica. En determinadas divulgaciones,
un anticuerpo es un fragmento Fv monocatenario (scFv). Véanse, por ejemplo, el documento WO 93/16185; las patentes
de EE. UU. n.°s5.571.894 y 5.587.458. El Fv y el scFv son las Unicas especies con sitios de combinacion inalterados que
carecen de regiones constantes; por tanto, pueden ser adecuados para una union no especifica reducida durante el uso
in vivo. Se pueden construir proteinas de fusidon de scFv para producir la fusiéon de una proteina efectora en el extremo
aminico o bien carboxilico de un scFv. Véase Antibody Engineering, ed. Borrebaeck, supra. El fragmento de anticuerpo
también puede ser un "anticuerpo lineal", por ejemplo, como se describe en la patente de EE. UU. n.° 5.641.870, por
ejemplo. Dichos anticuerpos lineales pueden ser monoespecificos o biespecificos.

(vi) Anticuerpos multiespecificos

Los anticuerpos multiespecificos tienen especificidades de unidn para al menos dos epitopos diferentes, donde los
epitopos son habitualmente de diferentes antigenos. Si bien dichas moléculas normalmente solo se uniran a dos antigenos
(es decir, anticuerpos biespecificos, BsAb), los anticuerpos con especificidades adicionales tales como anticuerpos
triespecificos estan englobados por esta expresién cuando se usan en el presente documento. Se pueden preparar
anticuerpos biespecificos como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, anticuerpos
biespecificos F(ab')2).

En la técnica son conocidos procedimientos para preparar anticuerpos biespecificos. La produccion tradicional de
anticuerpos biespecificos de longitud completa se basa en la coexpresion de dos pares de cadena pesada-cadena ligera
de inmunoglobulina, donde las dos cadenas tienen especificidades diferentes (véase, por ejemplo, Millstein et al., Nature
305:537-539 (1983)). Debido a la variedad aleatoria de las cadenas pesada y ligera de inmunoglobulina, estos hibridomas
(cuadromas) producen una mezcla potencial de 10 moléculas de anticuerpo diferentes, de las que solo una tiene la
estructura biespecifica correcta. La purificacién de la molécula correcta, que se realiza normalmente mediante etapas de
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cromatografia de afinidad, es bastante engorrosa y los rendimientos de producto son bajos. Se divulgan procedimientos
similares en el documento WO 93/08829 y en Traunecker et al., EMBO J., 10:3655-3659 (1991).

Un enfoque conocido en la técnica para preparar anticuerpos biespecificos es el enfoque de "botones en ojales" o
"protuberancia en cavidad" (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 5.731.168). En este enfoque, dos polipéptidos
de inmunoglobulina (por ejemplo, polipéptidos de cadena pesada) comprenden cada uno una interfase. Una interfase de
un polipéptido de inmunoglobulina interactia con una interfase correspondiente en el otro polipéptido de inmunoglobulina,
permitiendo de este modo que los dos polipéptidos de inmunoglobulina se asocien. Estas interfases se pueden
genomanipular de modo que un "boton" o "protuberancia” (estos términos se pueden usar de manera intercambiable en
el presente documento) localizado en la interfase de un polipéptido de inmunoglobulina se corresponda con un "ojal" o
"cavidad" (estos términos se pueden usar de manera intercambiable en el presente documento) localizado en la interfase
del otro polipéptido de inmunoglobulina. En algunas divulgaciones, el orificio tiene un tamafio idéntico o similar al ojal y
esta situado adecuadamente de modo que, cuando las dos interfases interactuan, el botéon de una interfase se puede
situar en el ojal correspondiente de la otra interfase. Sin deseo de limitacion a teoria alguna, se cree que esto estabiliza
el heteromultimero y favorece la formacion del heteromultimero sobre otras especies, por ejemplo, homomultimeros. En
algunas divulgaciones, este enfoque se puede usar para promover la heteromultimerizacién de dos polipéptidos de
inmunoglobulina diferentes, creando un anticuerpo biespecifico que comprende dos polipéptidos de inmunoglobulina con
especificidades de unién para diferentes epitopos.

En algunas divulgaciones, se puede construir un botdn reemplazando una pequefia cadena lateral aminoacidica con una
cadena lateral mas grande. En algunas divulgaciones, se puede construir un ojal reemplazando una cadena lateral
aminoacidica grande con una cadena lateral mas pequefia. Pueden existir botones u ojales en la interfase original, o se
pueden introducir sintéticamente. Por ejemplo, se pueden introducir botones u ojales sintéticamente alterando la
secuencia de acido nucleico que codifica la interfase para reemplazar al menos un residuo aminoacidico "original" con al
menos un residuo aminoacidico "importado”. Los procedimientos para alterar las secuencias de acido nucleico pueden
incluir técnicas estandar de biologia molecular bien conocidas en la técnica. Los volimenes de cadena lateral de diversos
residuos aminoacidicos se muestran en la siguiente tabla. En algunas divulgaciones, los residuos originales tienen un
volumen pequefio de cadena lateral (por ejemplo, alanina, asparagina, acido aspartico, glicina, serina, treonina o valina),
y los residuos de importacion para formar un botdn son aminoacidos naturales y pueden incluir arginina, fenilalanina,
tirosina y triptéfano. En algunas divulgaciones, los residuos originales tienen un gran volumen de cadena lateral (por
ejemplo, arginina, fenilalanina, tirosina y triptéfano), y los residuos de importacion para formar un ojal son aminoacidos
naturales y pueden incluir alanina, serina, treonina y valina.

Tabla 1. Propiedades de residuos aminoacidicos

Aminoacido Abreviatura de una Masa?® (dalton) Volumen® (A3) Area de superficie
letra accesiblec (A?)

Alanina (Ala) A 71,08 88,6 115
Arginina (Arg) R 156,20 173,4 225
Asparagina (Asn) N 114,11 117,7 160
Acido aspartico (Asp) D 115,09 11,1 150
Cisteina (Cys) C 103,14 108,5 135
Glutamina (GIn) Q 128,14 143,9 180
Acido glutamico (Glu) E 129,12 138,4 190
Glicina (Gly) G 57,06 60,1 75
Histidina (His) H 137,15 153,2 195
Isoleucina (lle) | 113,17 166,7 175
Leucina (Leu) L 113,17 166,7 170
Lisina (Lys) K 128,18 168,6 200
Metionina (Met) M 131,21 162,9 185
Fenilalanina (Phe) F 147,18 189,9 210
Prolina (Pro) P 97,12 122,7 145
Serina (Ser) S 87,08 89,0 115
Treonina (Thr) T 101,11 116,1 140
Triptéfano (Trp) w 186,21 227,8 255
Tirosina (Tyr) Y 163,18 193,6 230
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Aminoacido Abreviatura de una Masa? (dalton) Volumen® (A3) Area de superficie
letra accesiblec (A?)
Valina (Val) \ 99,14 140,0 155

@ Peso molecular del aminoacido menos el del agua. Valores de Handbook of Chemistry and Physics, 43.2 ed. Cleveland,
Chemical Rubber Publishing Co., 1961.

b Valores de A.A. Zamyatnin, Prog. Biophys. Mol. Biol. 24:107-123, 1972.

¢ Valores de C. Chothia, J. Mol. Biol. 105:1-14, 1975. El area de superficie accesible se define en las figuras 6-20 de esta
referencia.

En algunas divulgaciones, los residuos originales para formar un botén u ojal se identifican en base a la estructura
tridimensional del heteromultimero. Las técnicas conocidas en la técnica para obtener una estructura tridimensional
pueden incluir cristalografia de rayos X y RMN. En algunas divulgaciones, la interfase es el dominio CH3 de un dominio
constante de inmunoglobulina. En estas divulgaciones, la interfase CH3/CH3 de IgG1 humana implica dieciséis residuos
en cada dominio localizado en cuatro hebras 8 antiparalelas. Sin deseo de limitacién a teoria alguna, los residuos mutados
se localizan preferentemente en las dos hebras B antiparalelas centrales para minimizar el riesgo de que el disolvente
circundante pueda acomodar los botones, en lugar de los ojales compensatorios en el dominio CH3 compafiero. En
algunas divulgaciones, las mutaciones que forman los botones y ojales correspondientes en dos polipéptidos de
inmunoglobulina corresponden a uno o mas pares proporcionados en la siguiente tabla.

Tabla 2. Conjuntos ejemplares de mutaciones que forman los botones y ojales correspondientes

CH3 de primera inmunoglobulina CH3 de segunda inmunoglobulina
T366Y Y407T
T366W Y407A
F405A T394W
Y407T T366Y
T366Y:F405A T394W:Y407T
T366W:F405W T394S:Y407A
F405W:Y407A T366W:T394S
F405W T394S

Las mutaciones se indican por el residuo original, seguido de la posicidon usando el sistema de numeracion de Kabat, y a
continuacion el residuo de importacion (todos los residuos se dan en cédigo de aminoacidos de una letra). Las mutaciones
multiples estan separadas por dos puntos.

En algunas divulgaciones, un polipéptido de inmunoglobulina comprende un dominio CH3 que comprende una o mas
sustituciones aminoacidicas enumeradas en la tabla 2 anterior. En algunas divulgaciones, un anticuerpo biespecifico
comprende un primer polipéptido de inmunoglobulina que comprende un dominio CH3 que comprende una o mas
sustituciones aminoacidicas enumeradas en la columna izquierda de la tabla 2, y un segundo polipéptido de
inmunoglobulina que comprende un dominio CH3 que comprende una o mas sustituciones aminoacidicas
correspondientes enumeradas en la columna derecha de la tabla 2.

Después de la mutaciéon del ADN como se analiza anteriormente, los polinucledtidos que codifican polipéptidos de
inmunoglobulina modificada con una o mas mutaciones que forman los botones u ojales correspondientes se pueden
expresar y purificar usando técnicas recombinantes estandar y sistemas celulares conocidos en la técnica. Véanse, por
ejemplo, las patentes de EE. UU. n.°® 5.731.168; 5.807.706; 5.821.333; 7.642.228; 7.695.936; 8.216.805; la publicacion
de EE. UU. n.° 2013/0089553; y Spiess et al., Nature Biotechnology 31: 753-758, 2013. Se pueden producir polipéptidos
de inmunoglobulina modificada usando células huésped procariotas, tal como E. coli, o células huésped eucariotas, tales
como células CHO. Los polipéptidos de inmunoglobulina que portan los botones y ojales correspondientes se pueden
expresar en células huésped en cocultivo y purificar conjuntamente como un heteromultimero, o se pueden expresar en
cultivos individuales, purificar por separado y ensamblar in vitro. En algunas divulgaciones, dos cepas de células huésped
bacterianas (una que expresa un polipéptido de inmunoglobulina con un botén y la otra que expresa un polipéptido de
inmunoglobulina con un ojal) se cocultivan usando técnicas de cultivo bacteriano estandar conocidas en la técnica. En
algunas divulgaciones, las dos cepas se pueden mezclar en una proporcion especifica, por ejemplo, para lograr niveles
de expresion iguales en cultivo. En algunas divulgaciones, las dos cepas se pueden mezclar en una proporcion 50:50,
60:40 o 70:30. Después de la expresion del polipéptido, las células se pueden lisar conjuntamente y se pueden extraer
las proteinas. Las técnicas estandar conocidas en la técnica que permiten medir la abundancia de especies
homomultiméricas frente a heteromultiméricas pueden incluir cromatografia de exclusion por tamafio. En algunas
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divulgaciones, cada polipéptido de inmunoglobulina modificada se expresa por separado usando técnicas recombinantes
estandar, y se pueden ensamblar conjuntamente in vitro. El ensamblaje se puede lograr, por ejemplo, purificando cada
polipéptido de inmunoglobulina modificada, mezclandolos e incubandolos conjuntamente en igual masa, reduciendo los
disulfuros (por ejemplo, mediante tratamiento con ditiotreitol), concentrando y reoxidando los polipéptidos. Los anticuerpos
biespecificos formados se pueden purificar usando técnicas estandar que incluyen cromatografia de intercambio cationico
y medir usando técnicas estandar que incluyen cromatografia de exclusion por tamafio. Para una descripcion mas
detallada de estos procedimientos, véase Speiss et al., Nat. Biotecnologia 31:753-8, 2013. En algunas divulgaciones, los
polipéptidos de inmunoglobulina modificada se pueden expresar por separado en células CHO y ensamblar in vitro usando
los procedimientos descritos anteriormente.

De acuerdo con un enfoque diferente, los dominios variables de anticuerpo con las especificidades de unidon deseadas
(sitios de combinacién de anticuerpo-antigeno) se fusionan a secuencias de dominio constante de inmunoglobulina. La
fusion es preferentemente con un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina, que comprende al menos
parte de las regiones bisagra, CH2 y CH3. Es tipico que la primera region constante de cadena pesada (CH1) contenga
el sitio necesario para la unién a la cadena ligera, presente en al menos una de las fusiones. Los ADN que codifican las
fusiones con la cadena pesada de inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de inmunoglobulina, se insertan en
vectores de expresion separados y se cotransfectan en un organismo huésped adecuado. Esto proporciona una gran
flexibilidad al ajustar las proporciones mutuas de los tres fragmentos de polipéptido en divulgaciones en las que
proporciones desiguales de las tres cadenas polipeptidicas usadas en la construccion proporcionan los rendimientos
6ptimos. Sin embargo, es posible insertar las secuencias codificantes para dos o las tres cadenas polipeptidicas en un
vector de expresion cuando la expresion de al menos dos cadenas polipeptidicas en proporciones iguales da como
resultado altos rendimientos o cuando las proporciones no son de particular importancia.

En una divulgacion de este enfoque, los anticuerpos biespecificos se componen de una cadena pesada de
inmunoglobulina hibrida con una primera especificidad de unién en un brazo, y un par de cadena pesada-cadena ligera
de inmunoglobulina hibrida (que proporciona una segunda especificidad de unidn) en el otro brazo. Se descubrié que esta
estructura asimétrica facilita la separacion del compuesto biespecifico deseado de combinaciones indeseadas de cadenas
de inmunoglobulina, ya que la presencia de una cadena ligera de inmunoglobulina en solo una mitad de la molécula
biespecifica proporciona una manera facil de separacion. Este enfoque se divulga en el documento WO 94/04690. Para
obtener mas detalles de la generacion de anticuerpos biespecificos véase, por ejemplo, Suresh et al., Methods in
Enzymology, 121:210 (1986).

De acuerdo con otro enfoque descrito en el documento WO 96/27011, la interfase entre un par de moléculas de anticuerpo
se puede genomanipular para maximizar el porcentaje de heterodimeros que se recuperan del cultivo de células
recombinantes. Una interfase comprende al menos una parte del dominio Cx13 de un dominio constante de anticuerpo. En
este procedimiento, una o mas cadenas laterales aminoacidicas pequeinas de la interfase de la primera molécula de
anticuerpo se reemplazan con cadenas laterales mas grandes (por ejemplo, tirosina o triptéfano). Se crean "cavidades"
compensatorias de tamafo idéntico o similar a la(s) cadena(s) lateral(es) grande(s) en la interfase de la segunda molécula
de anticuerpo reemplazando las cadenas laterales aminoacidicas grandes con otras mas pequefias (por ejemplo, alanina
o treonina). Esto proporciona un mecanismo para incrementar el rendimiento del heterodimero frente a otros productos
finales indeseados, tales como homodimeros.

Los anticuerpos biespecificos incluyen anticuerpos reticulados o "heteroconjugados”. Por ejemplo, se puede acoplar uno
de los anticuerpos en el heteroconjugado a avidina, el otro a biotina. Por ejemplo, se han propuesto dichos anticuerpos
para dirigir células del sistema inmunitario a células indeseadas (patente de EE. UU. n.° 4.676.980) y para el tratamiento
de la infeccion por el VIH (documentos WO 91/00360, WO 92/200373 y EP 03089). Se pueden preparar anticuerpos
heteroconjugados usando cualquier procedimiento de reticulacién conveniente. Los agentes de reticulacion adecuados
son bien conocidos en la técnica y se divulgan en la patente de EE. UU. n.° 4.676.980, junto con una serie de técnicas de
reticulacion.

En la literatura también se han descrito técnicas para generar anticuerpos biespecificos a partir de fragmentos de
anticuerpo. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos biespecificos usando enlace quimico. Brennan et al., Science
229: 81 (1985) describen un procedimiento en el que se escinden proteoliticamente anticuerpos inalterados para generar
fragmentos F(ab').. Estos fragmentos se reducen en presencia del agente arsenito de sodio que forma complejos con
ditiol para estabilizar los ditioles vecinos y evitar la formacién de disulfuro intermolecular. A continuacion, los fragmentos
Fab' generados se convierten en derivados de tionitrobenzoato (TNB). A continuacion, uno de los derivados Fab'-TNB se
reconvierte en Fab'-tiol mediante reduccién con mercaptoetilamina y se mezcla con una cantidad equimolar del otro
derivado Fab'-TNB para formar el anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos biespecificos producidos se pueden usar como
agentes para la inmovilizacion selectiva de enzimas.

Los recientes progresos han facilitado la recuperacion directa de fragmentos Fab'-SH de E. coli, que se pueden acoplar
quimicamente para formar anticuerpos biespecificos. Shalaby et al., J. Exp. Med. 175: 217-225 (1992) describen la
produccién de una molécula de F(ab')2 de anticuerpo biespecifico totalmente humanizado. Cada fragmento Fab' se secretd
por separado de E. coli y se sometié a acoplamiento quimico dirigido in vitro para formar el anticuerpo biespecifico.

También se han descrito diversas técnicas para preparar y aislar directamente fragmentos de anticuerpo biespecifico del
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cultivo de células recombinantes. Por ejemplo, se han producido anticuerpos biespecificos usando cremalleras de leucina.
Kostelny et al., J. Immunol. 148(5):1547-1553 (1992). Los péptidos de cremalleras de leucina de las proteinas Fos y Jun
se enlazaron a las partes Fab' de dos anticuerpos diferentes mediante fusién génica. Los homodimeros de anticuerpo se
redujeron en la region de bisagra para formar monémeros y, a continuacion, se reoxidaron para formar los heterodimeros
de anticuerpo. Este procedimiento también se puede utilizar para la produccién de homodimeros de anticuerpo. La
tecnologia de "diacuerpos" descrita por Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993) ha proporcionado
un mecanismo alternativo para preparar fragmentos de anticuerpo biespecifico. Los fragmentos comprenden un dominio
variable de la cadena pesada (Vn) conectado a un dominio variable de la cadena ligera (VL) mediante un conector que es
demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena. En consecuencia, se obliga
a que los dominios Vx y VL de un fragmento se emparejen con los dominios VL y Vi complementarios de otro fragmento,
formando de este modo dos sitios de union a antigeno. También se ha informado de otra estrategia para preparar
fragmentos de anticuerpo biespecifico mediante el uso de dimeros de Fv monocatenario (sFv). Véase Gruber et al., J.
Immunol. 152:5368 (1994).

Otra técnica para preparar fragmentos de anticuerpo biespecifico es el "acoplador de linfocitos T biespecifico" o enfoque
BiTE® (véanse, por ejemplo, los documentos WO 2004/106381, WO 2005/061547, WO 2007/042261 vy
WO 2008/119567). Este enfoque utiliza dos dominios variables de anticuerpos dispuestos en un Unico polipéptido. Por
ejemplo, una cadena polipeptidica Unica incluye dos fragmentos Fv monocatenarios (scFv), teniendo cada uno de ellos
un dominio de cadena pesada variable (VH) y uno de cadena ligera variable (VL) separados por un conector polipeptidico
de una longitud suficiente para permitir la asociacion intramolecular entre los dos dominios. Este polipéptido Unico incluye
ademas una secuencia espaciadora polipeptidica entre los dos fragmentos scFv. Cada scFv reconoce un epitopo
diferente, y estos epitopos pueden ser especificos para diferentes tipos de células, de modo que las células de dos tipos
de células diferentes se acercan o anclan cuando cada scFv se conecta con su epitopo afin. Una divulgacion particular
de este enfoque incluye un scFv que reconoce un antigeno de la superficie celular expresado por una célula inmunitaria,
por ejemplo, un polipéptido CD3 en un linfocito T, enlazado a otro scFv que reconoce un antigeno de la superficie celular
expresado por una célula diana, tal como una célula cancerosa o tumoral.

Como es un polipéptido unico, el acoplador de linfocitos T biespecifico se puede expresar usando cualquier sistema de
expresion de células procariotas o eucariotas conocido en la técnica, por ejemplo, una linea celular CHO. Sin embargo,
pueden ser necesarias técnicas de purificacion especificas (véase, por ejemplo, el documento EP 1691833) para separar
acopladores de linfocitos T biespecificos monoméricos de otras especies multiméricas, que pueden tener actividades
bioldgicas distintas de la actividad prevista del monémero. En un esquema de purificacion ejemplar, una soluciéon que
contiene polipéptidos secretados se somete en primer lugar a una cromatografia de afinidad por metales, y los polipéptidos
se eluyen con un gradiente de concentraciones de imidazol. Este eluido se purifica ademas usando cromatografia de
intercambio anidnico, y los polipéptidos se eluyen usando un gradiente de concentraciones de cloruro de sodio.
Finalmente, este eluido se somete a cromatografia de exclusion por tamafo para separar mondémeros de especies
multiméricas.

Se contemplan anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos triespecificos. Tuft
et al., J. Immunol. 147: 60 (1991).

(vii) Anticuerpos de dominio tnico

En algunas divulgaciones, un anticuerpo de la invencion es un anticuerpo de dominio unico. Un anticuerpo de dominio
Unico es una cadena polipeptidica unica que comprende la totalidad o una parte del dominio variable de cadena pesada
o la totalidad o una parte del dominio variable de cadena ligera de un anticuerpo. En determinadas divulgaciones, un
anticuerpo de dominio uUnico es un anticuerpo de dominio unico humano (Domantis, Inc., Waltham, Mass.; véase, por
ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 6.248.516 B1). En una divulgacion, un anticuerpo de dominio Unico consiste en la
totalidad o una parte del dominio variable de cadena pesada de un anticuerpo.

(viii) Variantes de anticuerpos

En algunas divulgaciones, se contempla una o mas modificaciones de secuencia de aminoacidos de los anticuerpos
descritos en el presente documento. Por ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de unidn y/u otras propiedades
biolégicas del anticuerpo. Las variantes de secuencia de aminoacidos del anticuerpo se pueden preparar introduciendo
cambios apropiados en la secuencia de nucleotidos que codifica el anticuerpo o mediante sintesis de péptidos. Dichas
modificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones de y/o inserciones en y/o sustituciones de residuos dentro de las
secuencias de aminoacidos del anticuerpo. Se puede realizar cualquier combinacion de delecién, insercion y sustitucion
para llegar a la construccion final, siempre que la construccion final posea las caracteristicas deseadas. Las alteraciones
de aminoacidos se pueden introducir en la secuencia de aminoacidos del anticuerpo del sujeto en el momento en que se
prepara esa secuencia.

(ix) Variantes de sustitucion, insercion y delecion
En determinadas divulgaciones, se proporcionan variantes de anticuerpo que tienen una o mas sustituciones

aminoacidicas. Los sitios de interés para la mutagénesis de sustitucion incluyen las HVR y las FR. En la tabla 1 se
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muestran sustituciones conservadoras bajo el encabezado de "sustituciones conservadoras". Se proporcionan cambios
mas sustanciales en la tabla 1 bajo el encabezado de "sustituciones ejemplares" y como se describe ademéas a
continuacion en referencia a las clases de cadena lateral aminoacidica. Se pueden introducir sustituciones aminoacidicas
en un anticuerpo de interés y cribar los productos para determinar una actividad deseada, por ejemplo, unién a antigeno
retenida/mejorada, inmunogenicidad disminuida, o ADCC o CDC mejorada.

Tabla 3. Sustituciones ejemplares.

Residuo original Sustituciones ejemplares Sustituciones preferentes

Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; GIn; Asn Lys
Asn (N) GlIn; His; Asp, Lys; Arg GIn
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
GIn (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; GIn Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; GIn; Lys; Arg Arg
lle (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe; norleucina Leu
Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe lle

Lys (K) Arg; GIn; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucina Leu

Los aminoacidos se pueden agrupar de acuerdo con propiedades de cadena lateral comunes:

a. hidréfobos: norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

b. hidrofilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, GIn;

c. acidos: Asp, Glu;

d. basicos: His, Lys, Arg;

e. residuos que influyen en la orientacion de la cadena: Gly, Pro;
f. aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones no conservadoras supondran intercambiar un miembro de una de estas clases por otra clase.

Un tipo de variante de sustitucion implica sustituir uno o mas residuos de la region hipervariable de un anticuerpo original
(por ejemplo, un anticuerpo humanizado o humano). En general, la(s) variante(s) resultante(s) seleccionada(s) para su
estudio adicional tendra(n) modificaciones (por ejemplo, mejoras) en determinadas propiedades biolégicas (por ejemplo,
afinidad incrementada, inmunogenicidad reducida) en relacion con el anticuerpo original y/o habra(n) retenido
sustancialmente determinadas propiedades bioldgicas del anticuerpo original. Una variante de sustitucién ejemplar es un
anticuerpo madurado en afinidad, que se puede generar convenientemente, por ejemplo, usando técnicas de maduracion
de la afinidad basadasen presentacion en fagos, tales como las descritas en el presente documento. En resumen, se
mutan uno o mas residuos de HVR vy los anticuerpos variantes se presentan en fagos y se criban para determinar una
actividad biolégica particular (por ejemplo, afinidad de unién).

Se pueden realizar alteraciones (por ejemplo, sustituciones) en las HVR, por ejemplo, para mejorar la afinidad del

anticuerpo. Se pueden realizar dichas alteraciones en "puntos calientes" de la HVR, es decir, residuos codificados por
codones que se someten a una mutacion con alta frecuencia durante el proceso de maduraciéon somatica (véase, por
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ejemplo, Chowdhury, Methods Mol. Biol. 207:179-196 (2008)), y/o en las SDR (las a-CDR), sometiendo a prueba el VH o
VL variante resultante para determinar su afinidad de unién. La maduracion de la afinidad mediante construccion y
reseleccién de colecciones secundarias se ha descrito, por ejemplo, en Hoogenboom et al. en Methods in Molecular
Biology 178:1-37 (O'Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ, (2001)). En algunas divulgaciones de la maduracion de
la afinidad, se introduce diversidad en los genes variables elegidos para la maduracién mediante cualquiera de una
variedad de procedimientos (por ejemplo, PCR propensa a error, barajado de cadenas o mutagénesis dirigida por
oligonucledtidos). A continuacion, se crea una segunda coleccion. A continuacion, se criba la coleccion para identificar
cualquier variante de anticuerpo con la afinidad deseada. Otro procedimiento para introducir diversidad implica enfoques
dirigidos a HVR, en los que se aleatorizan varios residuos de HVR (por ejemplo, 4-6 residuos a la vez). Se pueden
identificar especificamente los residuos de HVR implicados en la unién a antigeno, por ejemplo, usando modelado o
mutagénesis por barrido de alanina. A menudo se seleccionan en particular CDR-H3 y CDR-L3.

En determinadas divulgaciones, se pueden producir sustituciones, inserciones o deleciones dentro de una o mas HVR,
siempre que dichas alteraciones no reduzcan sustancialmente la capacidad del anticuerpo de unirse al antigeno. Por
ejemplo, se pueden realizar alteraciones conservadoras (por ejemplo, sustituciones conservadoras como se proporciona
en el presente documento) que no reduzcan sustancialmente la afinidad de unién en las HVR. Dichas alteraciones pueden
estar fuera de los "puntos calientes" de la HVR o las SDR. En determinadas divulgaciones de las secuencias de VHy VL
variantes proporcionadas anteriormente, cada HVR esté inalterada o bien no contiene mas de una, dos o tres sustituciones
aminoacidicas.

Un procedimiento util para la identificacion de residuos o regiones de un anticuerpo que se pueden seleccionar como
diana para la mutagénesis se llama "mutagénesis por barrido de alanina" como se describe por Cunningham y Wells
(1989) Science, 244:1081-1085. En este procedimiento se identifica un residuo o grupo de residuos diana (por ejemplo,
residuos cargados, tales como Arg, Asp, His, Lys y Glu) y se reemplazan por un aminoacido neutro o cargado
negativamente (por ejemplo, alanina o polialanina) para determinar si la interacciéon del anticuerpo con el antigeno se ve
afectada. Se pueden introducir otras sustituciones en las localizaciones de aminoacidos que demuestren sensibilidad
funcional a las sustituciones iniciales. De forma alternativa, o adicionalmente, una estructura cristalina de un complejo
antigeno-anticuerpo para identificar los puntos de contacto entre el anticuerpo y el antigeno. Dichos residuos de contacto
y residuos adyacentes se pueden seleccionar o eliminar como candidatos para la sustituciéon. Se pueden cribar variantes
para determinar si contienen las propiedades deseadas.

Las inserciones en la secuencia de aminoacidos incluyen fusiones amino y/o carboxiterminales que varian en longitud
desde un residuo a polipéptidos que contienen cien o mas residuos, asi como inserciones intrasecuenciales de residuos
aminoacidicos unicos o multiples. Los ejemplos de inserciones terminales incluyen un anticuerpo con un residuo de
metionilo N terminal. Otras variantes de insercién de la molécula de anticuerpo incluyen la fusién al extremo N o C del
anticuerpo a una enzima (por ejemplo, para ADEPT) o un polipéptido que incrementa la semivida en suero del anticuerpo.

(x) Variantes de glucosilacion

En determinadas divulgaciones, se altera un anticuerpo proporcionado en el presente documento para incrementar o
disminuir el grado en el que el anticuerpo se glucosila. La adicion o delecion de sitios de glucosilacion a un anticuerpo se
puede conseguir convenientemente alterando la secuencia de aminoacidos de modo que se creen o eliminen uno o mas
sitios de glucosilacion.

Si el anticuerpo comprende una region Fc, se puede alterar el glucido fijado a la misma. Los anticuerpos naturales
producidos por células de mamifero comprenden tipicamente un oligosacarido biantenario ramificado que se fija, en
general, mediante un enlace de N a Asn297 del dominio CH2 de la region Fc. Véase, por ejemplo, Wright et al. TIBTECH
15:26-32 (1997). El oligosacarido puede incluir diversos glucidos, por ejemplo, manosa, N-acetilglucosamina (GIcNAc),
galactosa y &acido sialico, asi como una fucosa unida a una GIcNAc en el "tallo" de la estructura de oligosacarido
biantenario. En algunas divulgaciones, se pueden realizar modificaciones del oligosacarido en un anticuerpo de la
invencioén para crear variantes de anticuerpo con determinadas propiedades mejoradas.

En una divulgacién, se proporcionan variantes de anticuerpo que comprenden una regién Fc en la que una estructura
glucidica unida a la region Fc tiene fucosa reducida o carece de fucosa, lo que puede mejorar la funcion de ADCC.
Especificamente, se contemplan anticuerpos en el presente documento que tienen fucosa reducida en relacién con la
cantidad de fucosa en el mismo anticuerpo producido en una célula CHO natural. Es decir, se caracterizan por tener una
cantidad menor de fucosa de la que de otro modo tendrian si se produjeran por células CHO naturales (por ejemplo, una
célula CHO que produce un patron de glucosilacion natural, tal como una célula CHO que contiene un gen FUT8 natural).
En determinadas divulgaciones, el anticuerpo es uno en el que menos de aproximadamente un 50 %, un 40 %, un 30 %,
un 20 %, un 10 % o un 5 % de los glucanos unidos a N en el mismo comprenden fucosa. Por ejemplo, la cantidad de
fucosa en dicho anticuerpo puede ser de un 1 % a un 80 %, de un 1 % a un 65 %, de un 5 % a un 65 % o de un 20 % a
un 40 %. En determinadas divulgaciones, el anticuerpo es uno en el que ninguno de los glucanos unidos a N comprende
fucosa, es decir, en el que el anticuerpo esta completamente sin fucosa, o no tiene fucosa o esta afucosilado. La cantidad
de fucosa se determina calculando la cantidad promedio de fucosa dentro de la cadena glucidica en Asn297, en relacién
con la suma de todas las glucoestructuras unidas a Asn297 (por ejemplo, estructuras complejas, hibridas y de alto
contenido en manosa) como se mide mediante espectrometria de masas MALDI-TOF, como se describe, por ejemplo, en
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el documento WO 2008/077546. Asn297 se refiere al residuo de asparagina localizado en aproximadamente la posicion
297 en la region Fc (numeracion EU de los residuos de la region Fc); sin embargo, la Asn297 también se puede localizar
aproximadamente + 3 aminoacidos en direccion 5' o en direccion 3' de la posicién 297, es decir, entre las posiciones 294
y 300, debido a pequefas variaciones de secuencia en los anticuerpos. Dichas variantes de fucosilacion pueden tener
una funcion de ADCC mejorada. Véase, por ejemplo, las publicaciones de patente de EE. UU. n.°s US 2003/0157108
(Presta, L.); US 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Los ejemplos de publicaciones relacionadas con variantes
de anticuerpo "desfucosilados" o "carentes de fucosa" incluyen: los documentos US 2003/0157108; WO 2000/61739;
WO 2001/29246; US 2003/0115614; US 2002/0164328; US 2004/0093621; US 2004/0132140; US 2004/0110704;
US 2004/0110282; US 2004/0109865; WO 2003/085119; WO 2003/084570; WO 2005/035586; WO 2005/035778;
WO 2005/053742; WO 2002/031140; Okazaki et al., J. Mol. Biol. 336:1239-1249 (2004); Yamane-Ohnuki et al., Biotech.
Bioeng. 87:614 (2004). Los ejemplos de lineas celulares que pueden producir anticuerpos desfucosilados incluyen células
CHO Lec13 carentes de fucosilacion de proteinas (Ripka et al. Arch. Biochem. Biophys. 249:533-545 (1986); la solicitud
de patente de EE. UU. n.° US 2003/0157108 A1; y el documento WO 2004/056312 A1, especialmente en el ejemplo 11)
y lineas celulares con genes inactivados, tales como el gen alfa-1,6-fucosiltransferasa, FUTS, células CHO con genes
inactivados (véase, por ejemplo, Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004); Kanda, Y. et al., Biotechnol.
Bioeng., 94(4):680-688 (2006); y el documento WO 2003/085107).

Se pueden proporcionar ademas variantes de anticuerpo con oligosacaridos bisegmentados, por ejemplo, en las que un
oligosacarido biantenario fijado a la regiéon Fc del anticuerpo estd bisegmentado por GIcNAc. Dichas variantes de
anticuerpo pueden tener una fucosilacion reducida y/o funciéon de ADCC mejorada. Se describen ejemplos de dichas
variantes de anticuerpos, por ejemplo, en el documento WO 2003/011878; la patente de EE. UU. n.° 6.602.684; el
documento US 2005/0123546, y Ferrara et al., Biotechnology and Bioengineering, 93 (5): 851-861 (2006). También se
proporcionan variantes de anticuerpo con al menos un residuo de galactosa en el oligosacarido fijado a la region Fc.
Dichas variantes de anticuerpo pueden tener una funcion de CDC mejorada. Dichas variantes de anticuerpo se describen,
por ejemplo, en los documentos WO 1997/30087; WO 1998/58964; y WO 1999/22764.

En determinadas divulgaciones, las variantes de anticuerpo que comprenden una regiéon Fc descritas en el presente
documento se pueden unir a un FcyRIIl. En determinadas divulgaciones, las variantes de anticuerpo que comprenden una
region Fc descritas en el presente documento tienen actividad de ADCC en presencia de células efectoras humanas o
tienen una actividad de ADCC incrementada en presencia de células efectoras humanas en comparacion con el anticuerpo
por lo demas igual que comprende una region IgG1Fc natural humana.

(xi) Variantes de la regiéon Fc

En determinadas divulgaciones, se pueden introducir una o mas modificaciones de aminoacidos en la regién Fc de un
anticuerpo proporcionado en el presente documento, generando de este modo una variante de la regién Fc. La variante
de la region Fc puede comprender una secuencia de la regién Fc humana (por ejemplo, una region Fc de IgG1, 1gG2,
IgG3 o IgG4 humana) que comprenda una modificacion de aminoacidos (por ejemplo, una sustituciéon) en una o mas
posiciones de aminoacido.

En determinadas divulgaciones, la invencién contempla una variante de anticuerpo que posee algunas, pero no todas, las
funciones efectoras, que le convierten en un candidato deseable para aplicaciones en las que la semivida del anticuerpo
in vivo sea importante, aunque determinadas funciones efectoras (tales como el complemento y ADCC) sean innecesarias
o perjudiciales. Se pueden llevar a cabo ensayos de citotoxicidad in vifro y/o in vivo para confirmar la
reduccion/disminucion de las actividades de CDC y/o ADCC. Por ejemplo, se pueden llevar a cabo ensayos de union al
receptor de Fc (FcR) para garantizar que el anticuerpo carece de union a FcyR (de ahi que sea probable que carezca de
actividad de ADCC), pero retiene su capacidad de unién a FcRn. Las células principales para mediar en la ADCC, los
linfocitos NK, expresan FcyRIll solo, mientras que los monocitos expresan FcyRI, FcyRIl 'y FcyRIIl. La expresion de FcR
en células hematopoyéticas se resume en la tabla 3 en la pagina 464 de Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9:457-492
(1991). Ejemplos no limitantes de ensayos in vitro para evaluar la actividad de ADCC de una molécula de interés se
describen en la patente de EE. UU. n.° 5.500.362 (véase, por ejemplo, Hellstrom et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA 83:7059-
7063 (1986)) y Hellstrom, | et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA 82:1499-1502 (1985); y 5.821.337 (véase Bruggemann et al.,
J. Exp. Med. 166:1351-1361 (1987)). De forma alternativa, se pueden emplear procedimientos de ensayos no radiactivos
(véase, por ejemplo, el ensayo de citotoxicidad no radiactivo ACTI™ para citometria de flujo (CellTechnology, Inc.
Mountain View, CA; y el ensayo de citotoxicidad no radiactivo CytoTox 96® (Promega, Madison, WI). Las células efectoras
Utiles para dichos ensayos incluyen leucocitos monomorfonucleares en la sangre periférica (PBMC) y linfocitos citoliticos
naturales (NK). De forma alternativa, o adicionalmente, se puede evaluar in vivo la actividad de ADCC de la molécula de
interés, por ejemplo, en un modelo animal tal como el divulgado en Clynes et al. Proc. Nat'| Acad. Sci. USA 95:652-656
(1998). También se pueden llevar a cabo ensayos de unién a C1q para confirmar que el anticuerpo no se puede unir a
C1qy, de ahi que carezca de actividad de CDC. Véase, por ejemplo, ELISA de unién a C1q y C3c en los documentos
WO 2006/029879 y WO 2005/100402. Para evaluar la activacion del complemento, se puede realizar un ensayo de CDC
(véanse, por ejemplo, Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996); Cragg et al., Blood 101:1045-1052
(2003); y Cragg et al., Blood 103:2738-2743 (2004)). También se pueden realizar determinaciones de la uniéon a FcRn y
del aclaramiento/semivida in vivo usando procedimientos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Petkova, et al.,
Int'l. Immunol. 18(12):1759-1769 (2006)).
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Los anticuerpos con funcion efectora reducida incluyen aquellos con sustitucién de uno o mas de los residuos de la region
Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327 y 329 (patente de EE. UU. n.° 6.737.056). Dichos mutantes con respecto a Fc incluyen
mutantes con respecto a Fc con sustituciones en dos o mas de las posiciones de aminoacido 265, 269, 270, 297 y 327,
incluyendo el llamado mutante con respecto a Fc "DANA" con sustitucion de los residuos 265 y 297 con alanina (patente
de EE. UU. n.° 7.332.581).

Se describen determinadas variantes de anticuerpo con uniéon mejorada o reducida a los FcR. (Véase, por ejemplo, la
patente de EE. UU. n.° 6.737.056; documento WO 2004/056312 y Shields et al., J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001).)

En determinadas divulgaciones, una variante de anticuerpo comprende una regién Fc con una o mas sustituciones
aminoacidicas que mejoran la ADCC, por ejemplo, sustituciones en las posiciones 298, 333 y/o 334 de la regién Fc
(numeracion EU de residuos). En una divulgacién ejemplar, el anticuerpo comprende las siguientes sustituciones
aminoacidicas en su region Fc: S298A, E333A y K334A.

En algunas divulgaciones, se realizan alteraciones en la region Fc, que dan como resultado una uniéon a C1q y/o una
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) alteradas (es decir, mejoradas o disminuidas), por ejemplo, como se
describe en la patente de EE. UU. n.° 6.194.551, el documento WO 99/51642 e Idusogie et al. J. Immunol. 164:4178-4184
(2000).

En el documento US 2005/0014934A1 (Hinton et al.) se describen anticuerpos con semividas incrementadas y unién
mejorada al receptor de Fc neonatal (FcRn), que es responsable de la transferencia de las IgG maternas al feto (Guyer et
al., J. Immunol. 117:587 (1976) y Kim et al., J. Immunol. 24:249 (1994)). Estos anticuerpos comprenden una regién Fc
con una o mas sustituciones en la misma que mejoran la unién de la region Fc al FcRn. Dichas variantes de Fc incluyen
aquellas con sustituciones en uno o mas de los residuos de la regién Fc: 238, 256, 265, 272, 286, 303, 305, 307, 311,
311, 312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424 o 434, por ejemplo, sustitucion del residuo 434 de la
region Fc (patente de EE. UU. n.° 7.371.826). Véase también Duncan y Winter, Nature 322:738-40 (1988); la patente de
EE. UU. n.° 5.648.260; la patente de EE. UU. n.° 5.624.821; y el documento WO 94/29351 con respecto a otros ejemplos
de variantes de la region Fc.

(xii) Derivados de anticuerpo

Los anticuerpos de la invencion se pueden modificar ademas para que contengan restos no proteinicos adicionales que
son conocidos en la técnica y estan facilmente disponibles. En determinadas divulgaciones, los restos adecuados para la
derivatizacion del anticuerpo son polimeros solubles en agua. Los ejemplos no limitantes de polimeros solubles en agua
incluyen, pero no se limitan a, polietilenglicol (PEG), copolimeros de etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa,
dextrano, poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano, poli-1,3,6-trioxano, copolimero de etileno/anhidrido
maleico, poliaminoacidos (homopolimeros o bien copolimeros aleatorios) y dextrano o poli(n-
vinilpirrolidona)polietilenglicol, homopolimeros de propropilenglicol, copolimeros de O6xido de polipropileno/6xido de
etileno, polioles polioxietilados (por ejemplo, glicerol), poli(alcohol vinilico) y mezclas de los mismos. El propionaldehido
de polietilenglicol puede tener ventajas en la fabricacion debido a su estabilidad en agua. El polimero puede ser de
cualquier peso molecular y puede estar ramificado o no ramificado. El nimero de polimeros fijados al anticuerpo puede
variar, y si se fija mas de un polimero, pueden ser moléculas iguales o diferentes. En general, se pueden determinar el
numero y/o el tipo de polimeros usados para la derivatizacion en base a consideraciones que incluyen, pero sin limitarse
a, las propiedades o funciones particulares del anticuerpo que se va a mejorar, si el derivado del anticuerpo se usara en
un tratamiento en condiciones definidas, etc.

(xiii) Vectores, células huésped y procedimientos recombinantes

También se pueden producir anticuerpos usando procedimientos recombinantes. Para la produccién recombinante de un
anticuerpo antiantigeno, el acido nucleico que codifica el anticuerpo se aisla y se inserta en un vector replicable para
clonacion adicional (amplificacion del ADN) o para expresion. EI ADN que codifica el anticuerpo se puede aislar y
secuenciar facilmente usando procedimientos convencionales (por ejemplo, usando sondas oligonucleotidicas que se
puedan unir especificamente a genes que codifican las cadenas pesada y ligera del anticuerpo). Estan disponibles muchos
vectores. Los componentes del vector en general incluyen, pero no se limitan a, uno o mas de los siguientes: una
secuencia sefal, un origen de replicacion, uno o mas genes marcadores, un elemento potenciador, un promotor y una
secuencia de terminacion de la transcripcion.

(@) Componente de secuencia sefal

Un anticuerpo de la invencién se puede producir de forma recombinante no solo directamente, sino también como un
polipéptido de fusidn con un polipéptido heterogeno, que es preferentemente una secuencia sefial u otro polipéptido que
tiene un sitio de escision especifico en el extremo N de la proteina o polipéptido maduro. La secuencia sefial heterégena
seleccionada preferentemente es una que la reconoce y procesa (es decir, se escinde por una peptidasa sefal) la célula
huésped. Para las células huésped procariotas que no reconocen y procesan una secuencia sefal de anticuerpo natural,
la secuencia sefial se sustituye por una secuencia sefial procaridtica seleccionada, por ejemplo, del grupo de las
secuencias lider de fosfatasa alcalina, penicilinasa, Ipp o enterotoxina Il termoestable. Para la secrecion en levadura, la
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secuencia sefial natural se puede sustituir, por ejemplo, por la secuencia lider de invertasa de levadura, secuencia lider
de factor a (incluyendo las secuencias lider de factor a de Saccharomyces 'y Kluyveromyces) o la secuencia lider de la
fosfatasa acida, la secuencia lider de la glucoamilasa de C. albicans o la secuencia sefial descrita en el documento
WO 90/13646. En la expresién de células de mamifero, estdn disponibles secuencias sefial de mamifero, asi como
secuencias lider secretoras viricas, por ejemplo, la secuencia sefial gD del herpes simple.

(b) Origen de replicacién

Tanto los vectores de expresion como los de clonacion contienen una secuencia de acido nucleico que posibilita que el
vector se replique en una o mas células huésped seleccionadas. En general, en los vectores de clonacion, esta secuencia
es una que posibilita que el vector se replique independientemente del ADN cromosomico del huésped, e incluye origenes
de replicacion o secuencias de replicacion autonoma. Dichas secuencias son bien conocidas para una variedad de
bacterias, levaduras y virus. El origen de replicacion del plasmido pBR322 es adecuado para la mayoria de las bacterias
gramnegativas, el origen del plasmido 2y es adecuado para levaduras y diversos origenes viricos (SV40, polioma,
adenovirus, VSV o BPV) son utiles para vectores de clonacion en células de mamifero. En general, el componente de
origen de replicacién no es necesario para los vectores de expresion de mamifero (el origen de SV40 se puede usar
tipicamente solo porque contiene el promotor temprano).

(€) Componente de gen de seleccion

Los vectores de expresion y clonacidon pueden contener un gen de seleccion, también denominado marcador
seleccionable. Tipicamente, los genes de seleccidon codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibiéticos u otras
toxinas, por ejemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato o tetraciclina, (b) complementan deficiencias auxotroficas o (c)
suministran nutrientes criticos no disponibles en medios complejos, por ejemplo, el gen que codifica la D-alanina racemasa
de bacilos.

Un ejemplo de un esquema de seleccion utiliza un farmaco para detener el crecimiento de una célula huésped. Las células
que se transforman con éxito con un gen heterégeno producen una proteina que confiere resistencia a farmaco y, por
tanto, sobreviven al régimen de seleccién. Los ejemplos de dicha seleccion dominante usan los farmacos neomicina,
acido micofendlico e higromicina.

Otro ejemplo de marcadores seleccionables adecuados para células de mamifero son los que permiten la identificacion
de células competentes para captar el acido nucleico que codifica el anticuerpo, tales como DHFR, glutamina sintetasa
(GS), timidina cinasa, metalotioneina-1y -1l, preferentemente genes de metalotioneina de primate, adenosina desaminasa,
ornitina descarboxilasa, etc.

Por ejemplo, se identifican células transformadas con el gen DHFR cultivando todos los transformantes en un medio de
cultivo que contiene metotrexato (Mtx), un antagonista competitivo de DHFR. En estas condiciones, el gen DHFR se
amplifica junto con cualquier otro acido nucleico cotransformado. Se puede usar una linea celular de ovario de hamster
chino (CHO) carente de actividad de DHFR endégena (por ejemplo, ATCC CRL-9096).

De forma alternativa, se identifican células transformadas con el gen GS cultivando los transformantes en un medio de
cultivo que contiene L-metionina sulfoximina (Msx), un inhibidor de GS. En estas condiciones, el gen GS se amplifica junto
con cualquier otro acido nucleico cotransformado. El sistema de seleccion/amplificacion de GS se puede usar en
combinacién con el sistema de seleccidon/amplificacion de DHFR descrito anteriormente.

De forma alternativa, las células huésped (en particular huéspedes naturales que contienen DHFR enddgena)
transformadas o cotransformadas con secuencias de ADN que codifican un anticuerpo de interés, un gen DHFR natural
y otro marcador seleccionable tal como la aminoglucésido 3'-fosfotransferasa (APH) se pueden seleccionar mediante
crecimiento celular en un medio que contiene un agente de seleccion para el marcador seleccionable tal como un
antibiético aminoglucosidico, por ejemplo, kanamicina, neomicina o G418. Véase la patente de EE. UU. n.° 4.965.199.

Un gen de seleccidon adecuado para su uso en levaduras es el gen trp1 presente en el plasmido de levadura YRp7
(Stinchcomb et al., Nature 282:39 (1979)). El gen trp1 proporciona un marcador de seleccidon para una cepa mutante de
levadura que carece de la capacidad de crecer en triptéfano, por ejemplo, ATCC n.° 44076 o PEP4-1. Jones, Genetics,
85:12 (1977). La presencia de la lesion de frp1 en el genoma de la célula huésped de levadura proporciona a continuacion
un entorno eficaz para detectar la transformacién por crecimiento en ausencia de triptéfano. De forma similar, las cepas
de levadura carentes de Leu2 (ATCC 20.622 o 38.626) se complementan mediante plasmidos conocidos que portan el
gen Leu2.

Ademas, se pueden usar vectores derivados del plasmido circular de 1,6 m pKD1 para la transformacion de levaduras
Kluyveromyces. De forma alternativa, se ha informado de un sistema de expresion para la produccién a gran escala de
quimosina de ternero recombinante para K. lactis. Van den Berg, Bio/Technology, 8:135 (1990). También se han divulgado
vectores de expresion estables de multiples copias para la secrecion de seroalbumina humana recombinante madura por
cepas industriales de Kluyveromyces. Fleer et al., Bio/Technology, 9:968-975 (1991).
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(d) Componente de promotor

Los vectores de expresion y clonaciéon contienen, en general, un promotor que lo reconoce el organismo huésped y esta
enlazado de forma funcional al acido nucleico que codifica un anticuerpo. Los promotores adecuados para su uso con
huéspedes procariotas incluyen el promotor de phoA, los sistemas promotores de 3-lactamasa y lactosa, el promotor de
fosfatasa alcalina, un sistema promotor de triptéfano (trp) y promotores hibridos tales como el promotor tac. Sin embargo,
son adecuados otros promotores bacterianos conocidos. Los promotores para su uso en sistemas bacterianos también
contendran una secuencia de Shine-Dalgarno (S.D.) enlazada de forma funcional al ADN que codifica un anticuerpo.

Son conocidas secuencias de promotor para eucariotas. Practicamente todos los genes eucarioticos tienen una region
rica en AT localizada aproximadamente de 25 a 30 bases en direcciéon 5' del sitio donde se inicia la transcripcion. Otra
secuencia encontrada de 70 a 80 bases en direccidon 5' del inicio de la transcripciéon de muchos genes es una region
CNCAAT, donde N puede ser cualquier nucledtido. En el extremo 3' de la mayoria de los genes eucariéticos hay una
secuencia AATAAA que puede ser la secuencia sefial para la adicion de la cola poli A en el extremo 3' de la secuencia
codificante. Todas estas secuencias se insertan de forma adecuada en vectores de expresion eucariéticos.

Los ejemplos de secuencias de promotor adecuadas para su uso con huéspedes de levadura incluyen los promotores
para la 3-fosfoglicerato cinasa u otras enzimas glucoliticas, tales como enolasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa,
hexocinasa, piruvato descarboxilasa, fosfofructocinasa, glucosa-6-fosfato isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa, piruvato
cinasa, triosafosfato isomerasa, fosfoglucosa isomerasa y glucocinasa.

Otros promotores de levadura, que son promotores inducibles que tienen la ventaja adicional de una transcripcion
controlada por las condiciones de crecimiento, son las regiones de promotor de la alcohol deshidrogenasa 2, isocitocromo
C, fosfatasa acida, enzimas degradativas asociadas con el metabolismo del nitrégeno, metalotioneina, gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa, y enzimas responsables de la utilizaciéon de maltosa y galactosa. Los vectores y promotores
adecuados para su uso en la expresion en levaduras se describen ademas en el documento EP 73.657. También se usan
de forma ventajosa potenciadores de levadura con promotores de levadura.

La transcripcion del anticuerpo a partir de vectores en células huésped de mamifero se puede controlar, por ejemplo,
mediante promotores obtenidos de los genomas de virus tales como el virus del polioma, virus de la viruela aviar,
adenovirus (tal como adenovirus 2), virus del papiloma bovino, virus del sarcoma aviar, citomegalovirus, un retrovirus,
virus de la hepatitis-B, virus de simio 40 (SV40) o de promotores de mamifero heterégenos, por ejemplo, el promotor de
actina o un promotor de inmunoglobulina, de promotores de choque térmico, siempre que dichos promotores sean
compatibles con los sistemas de células huésped.

Los promotores tempranos y tardios del virus SV40 se obtienen convenientemente como un fragmento de restricciéon de
SV40 que también contiene el origen de replicacion virico de SV40. El promotor inmediato temprano del citomegalovirus
humano se obtiene convenientemente como un fragmento de restriccion de Hindlll E. En la patente de EE. UU. n.°
4.419.446 se divulga un sistema para expresar ADN en huéspedes de mamifero usando el virus del papiloma bovino
como un vector. Una modificacién de este sistema se describe en la patente de EE. UU. n.° 4.601.978. Véase también
Reyes et al., Nature 297:598-601 (1982) sobre la expresion del ADNc de B-interferon humano en células de ratéon bajo el
control de un promotor de timidina cinasa del virus del herpes simple. De forma alternativa, se puede usar la repeticién
terminal larga del virus del sarcoma de Rous como promotor.

(e) Componente de elemento potenciador

La transcripcion de ADN que codifica un anticuerpo de la presente invencién por eucariotas superiores se incrementa a
menudo insertando una secuencia potenciadora en el vector. Muchas secuencias potenciadoras son conocidas ahora a
partir de genes de mamifero (globina, elastasa, albumina, a-fetoproteina e insulina). Tipicamente, sin embargo, se usara
un potenciador de un virus de célula eucariota. Los ejemplos incluyen el potenciador de SV40 en el lado tardio del origen
de replicacion (pb 100-270), el promotor/potenciador temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma en el lado
tardio del origen de replicacion y potenciadores de adenovirus. Véase también Yaniv, Nature 297:17-18 (1982) sobre
elementos potenciadores para la activacion de promotores eucariéticos. El potenciador se puede empalmar en el vector
en una posiciéon 5' o 3' de la secuencia codificante del anticuerpo, pero se localiza preferentemente en un sitio 5' del
promotor.

) Componente de terminacion de la transcripcion

Los vectores de expresion usados en células huésped eucariotas (levaduras, hongos, insectos, plantas, animales, seres
humanos o células nucleadas de otros organismos multicelulares) contendran también las secuencias necesarias para la
terminacion de la transcripcion y para estabilizar el ARNm. Dichas secuencias estan cominmente disponibles de regiones
no traducidas 5' y, ocasionalmente, 3' de ADN o ADNc eucariéticos o viricos. Estas regiones contienen segmentos
nucleotidicos transcritos como fragmentos poliadenilados en la parte no traducida del ARNm que codifica el anticuerpo.
Un componente de terminacion de la transcripcion util es la region de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina.
Véase el documento WO 94/11026 y el vector de expresion divulgado en el mismo.
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(Q) Seleccion y transformacién de células huésped

Las células huésped adecuadas para clonar o expresar el ADN en los vectores en el presente documento son las células
procariotas, de levaduras o eucariotas superiores descritas anteriormente. Los procariotas adecuados para este proposito
incluyen eubacterias, tales como organismos gramnegativos o grampositivos, por ejemplo, Enterobacteriaceae tales como
Escherichia, por ejemplo, E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, por ejemplo, Salmonella
typhimurium, Serratia, por ejemplo, Serratia marcescans y Shigella, asi como bacilos tales como B. subtilis y B.
licheniformis (por ejemplo, B. licheniformis 41P divulgado en el documento DD 266.710 publicado el 12 de abril de 1989),
Pseudomonas tales como P. aeruginosa y Streptomyces. Un huésped de clonacion de E. coli preferente es E. coli 294
(ATCC 31.446), aunque otras cepas tales como E. coli B, E. coli X1776 (ATCC 31.537) y E. coli W3110 (ATCC 27.325)
son adecuadas. Estos ejemplos son ilustrativos en lugar de limitantes.

Se pueden producir anticuerpos de longitud completa, proteinas de fusion de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos en
bacterias, en particular cuando no se necesitan la glucosilacién y la funcion efectora de Fc, tal como cuando el anticuerpo
terapéutico esta conjugado a un agente citotoxico (por ejemplo, una toxina) que por si mismo muestra eficacia en la
destruccién de células tumorales. Los anticuerpos de longitud completa tienen una semivida mayor en circulacion. La
produccién en E. coli es mas rapida y mas rentable. Para la expresién de fragmentos de anticuerpos y polipéptidos en
bacterias, véanse, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 5.648.237 (Carter et al.), la patente de EE. UU. n.° 5.789.199
(Joly et al.), la patente de EE. UU. n.° 5.840.523 (Simmons et al.), que describe la regién de iniciaciéon de la traduccion
(TIR) y las secuencias sefial para optimizar la expresion y la secrecion. Véase también Charlton, Methods in Molecular
Biology, vol. 248 (B. K. C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, N.J., 2003), pag. 245-254, que describe la expresion de
fragmentos de anticuerpo en E. coli. Después de la expresion, el anticuerpo se puede aislar de la pasta de células de E.
coli en una fraccion soluble y se puede purificar a través, por ejemplo, de una columna de proteina A o G dependiendo
del isotipo. La purificacién final se puede llevar a cabo de forma similar al procedimiento para purificar el anticuerpo
expresado, por ejemplo, en células de CHO.

Ademas de los procariotas, los microbios eucariotas tales como hongos filamentosos o levaduras son huéspedes de
clonacion o expresiéon adecuados para vectores que codifican anticuerpos. Saccharomyces cerevisiae, o levadura de
panaderia comun, es la mas usada entre los microorganismos huésped eucariotas inferiores. Sin embargo, otros varios
géneros, especies y cepas estan comunmente disponibles y son utiles en el presente documento, tales como
Schizosaccharomyces pombe; huéspedes de Kluyveromyces tales como, por ejemplo, K. lactis, K. fragilis (ATCC 12.424),
K. bulgaricus (ATCC 16.045), K. wickeramii (ATCC 24.178), K. waltii (ATCC 56.500), K. drosophilarum (ATCC 36.906), K.
thermotolerans y K. marxianus; Yarrowia (documento EP 402.226); Pichia pastoris (documento EP 183.070); Candida;
Trichoderma reesia (documento EP 244.234); Neurospora crassa; Schwanniomyces tales como Schwanniomyces
occidentalis; y hongos filamentosos tales como, por ejemplo, huéspedes de Neurospora, Penicillium, Tolypocladium y
Aspergillus tales como A. nidulans y A. niger. Para una revision que analiza el uso de levaduras y hongos filamentosos
para la produccién de proteinas terapéuticas, véase, por ejemplo, Gerngross, Nat. Biotech. 22:1409-1414 (2004).

Se pueden seleccionar determinadas cepas de hongos y levaduras en las que las vias de glucosilacion se han
"humanizado", lo que da como resultado la produccién de un anticuerpo con un patron de glucosilacion parcial o totalmente
humano. Véase, por ejemplo, Li et al., Nat. Biotech. 24:210-215 (2006) (que describe la humanizacién de la via de
glucosilacién en Pichia pastoris); y Gerngross et al., supra.

Las células huésped adecuadas para la expresion del anticuerpo glucosilado también derivan de organismos pluricelulares
(invertebrados y vertebrados). Los ejemplos de células de invertebrado incluyen células vegetales y de insecto. Se han
identificado numerosas cepas y variantes baculoviricas y las correspondientes células huésped permisivas de insectos de
huéspedes tales como Spodoptera frugiperda (oruga), Aedes aegypti (mosquito), Aedes albopictus (mosquito), Drosophila
melanogaster (mosca de la fruta) y Bombyx mori. Estan publicamente disponibles una variedad de cepas viricas para
transfeccion, por ejemplo, la variante L-1 de NPV de Autographa californica y la cepa Bm-5 de NPV de Bombyx mori, y
dichos virus se pueden usar como el virus en el presente documento de acuerdo con la divulgacién, en particular para la
transfeccién de células de Spodoptera frugiperda.

Los cultivos de células vegetales de algoddn, maiz, patata, soja, petunia, tomate, lenteja de agua (Leninaceae), alfalfa
(M. truncatula) y tabaco también se pueden utilizar como huéspedes. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n.®®
5.959.177, 6.040.498, 6.420.548, 7.125.978 y 6.417.429 (que describen la tecnologia PLANTIBODIES™ para producir
anticuerpos en plantas transgénicas).

Se pueden usar células de vertebrados, y la propagacion de células de vertebrados en cultivo (cultivo tisular) se ha
convertido en un procedimiento de rutina. Ejemplos de lineas de células huésped de mamifero utiles son linea CV1 de
rindn de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); linea de riidn embrionario humano (293 o células 293
subclonadas para su cultivo en cultivo de suspension, Graham et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de rifidén de cria
de hamster (BHK, ATCC CCL 10); células de Sertoli de raton (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980)); células de
riidn de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de rifién de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de
carcinoma de cuello uterino humano (HELA, ATCC CCL 2); células de rifion canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de
higado de rata bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de pulmén humano (W138, ATCC CCL 75); células de higado
humano (Hep G2, HB 8065); tumor mamario de ratén (MMT 060562, ATCC CCL51); linfocitos TRI (Mather et al., Annals
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N.Y. Acad. Sci. 383:44-68 (1982)); células MRC 5; células FS4; y una linea de hepatoma humano (Hep G2). Otras lineas
de células huésped de mamifero utiles incluyen células de ovario de hamster chino (CHO), incluyendo células CHO DHFR
(Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)); y lineas de células de mieloma, tales como NSO y Sp2/0. Para
una revision de determinadas lineas de células huésped de mamifero adecuadas para la produccién de anticuerpos véase,
por ejemplo, Yazaki y Wu, Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, N.J., 2003),
pag. 255-268.

Las células huésped se transforman con los vectores de expresion o de clonacion descritos anteriormente para la
produccién de anticuerpos y se cultivan en medios nutritivos convencionales modificados segun sea apropiado para
inducir promotores, seleccionar transformantes o amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas.

(h) Cultivo de las células huésped

Las células huésped usadas para producir un anticuerpo de la presente invencion se pueden cultivar en una variedad de
medios. Los medios comercialmente disponibles tales como F10 de Ham (Sigma), medio esencial minimo (MEM, Sigma),
RPMI-1640 (Sigma) y medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Sigma) son adecuados para cultivar las células
huésped. Ademas, cualquiera de los medios descritos en Ham et al., Meth. Enz. 58:44 (1979), Barnes et al., Anal.
Biochem. 102:255 (1980), las patentes de EE. UU. n.°s 4.767.704; 4.657.866; 4.927.762; 4.560.655; o0 5.122.469; el
documento WO 90/03430; el documento WO 87/00195; o la patente de EE. UU. re. 30.985 se pueden usar como medios
de cultivo para las células huésped. Cualquiera de estos medios se puede complementar segin sea necesario con
hormonas y/u otros factores de crecimiento (tales como insulina, transferrina o factor de crecimiento epidérmico), sales
(tales como cloruro de sodio, calcio, magnesio y fosfato), tampones (tales como HEPES), nucleétidos (tales como
adenosina y timidina), antibioticos (tales como el farmaco GENTAMYCIN ™), oligoelementos (definidos como compuestos
inorganicos presentes normalmente en concentraciones finales en el intervalo micromolar) y glucosa o una fuente de
energia equivalente. Cualquier otro complemento necesario también se puede incluir en concentraciones apropiadas que
serian conocidas por los expertos en la técnica. Las condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH y similares, son
las usadas previamente con la célula huésped seleccionada para la expresion, y seran evidentes para el experto en la
técnica.

(xiv) Purificacion de anticuerpo

Cuando se usan técnicas recombinantes, el anticuerpo se puede producir intracelularmente, en el espacio periplasmico,
o se puede secretar directamente al medio. Si el anticuerpo se produce intracelularmente, como una primera etapa, se
retiran los restos de particulas, células huésped o bien fragmentos lisados, por ejemplo, mediante centrifugaciéon o
ultrafiltracion. Carter et al., Bio/Technology 10:163-167 (1992) describen un procedimiento para aislar anticuerpos que se
secretan al espacio periplasmico de E. coli. En resumen, se descongela la pasta de células en presencia de acetato de
sodio (pH 3,5), EDTA y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) durante aproximadamente 30 min. Los restos celulares se
pueden retirar mediante centrifugacion. Cuando el anticuerpo se secreta al medio, los sobrenadantes de dichos sistemas
de expresion se concentran en primer lugar, en general, usando un filtro de concentraciéon de proteina disponible
comercialmente, por ejemplo, una unidad de ultrafiltracion Amicon o Millipore Pellicon. Se puede incluir un inhibidor de la
proteasa, tal como PMSF, en cualquiera de las etapas anteriores para inhibir la protedlisis y se pueden incluir antibidticos
para evitar el crecimiento de contaminantes casuales.

La composicion de anticuerpo preparada a partir de las células se puede purificar usando, por ejemplo, cromatografia de
hidroxilapatita, cromatografia de interaccion hidréfoba, electroforesis en gel, dialisis y cromatografia de afinidad, siendo la
cromatografia de afinidad una de las etapas de purificacion tipicamente preferentes. La idoneidad de la proteina A como
ligando de afinidad depende de la especie y del isotipo de cualquier dominio Fc de inmunoglobulina que esté presente en
el anticuerpo. Se puede usar proteina A para purificar anticuerpos que se basan en cadenas pesadas y1, y2 o y4 humanas
(Lindmark et al., J. Immunol. Meth. 62:1-13 (1983)). La proteina G se recomienda para todos los isotipos de ratén y para
y3 humana (Guss et al., EMBOJ. 5:15671575 (1986)). La matriz a la que se une el ligando de afinidad es lo mas a menudo
agarosa, pero estan disponibles otras matrices. Las matrices mecanicamente estables tales como vidrio de poro
controlado o poli(estirenodivinil)benceno permiten caudales mas rapidos y tiempos de procesamiento mas cortos que los
que se pueden lograr con agarosa. Cuando el anticuerpo comprende un dominio Cr3, la resina Bakerbond ABX™ (J.T.
Baker, Phillipsburg, N.J.) es util para la purificacion. Otras técnicas para la purificacion de proteinas tales como el
fraccionamiento en una columna de intercambio idnico, la precipitacion con etanol, HPLC de fase inversa, cromatografia
en silice, cromatografia en heparina-SEPHAROSE™, cromatografia en una resina de intercambio anionico o catidnico
(tal como una columna con poli(acido aspartico)), cromatoenfoque, SDS-PAGE y precipitacién con sulfato de amonio
también estan disponibles dependiendo del anticuerpo que se va a recuperar.

En general, diversas metodologias para preparar anticuerpos para su uso en investigacion, pruebas y en clinica estan
bien establecidas en la técnica, consecuentes con las metodologias descritas anteriormente y/o segun lo considere
apropiado un experto en la técnica para un anticuerpo particular de interés.

(xv) Seleccion de anticuerpos biolégicamente activos

Los anticuerpos producidos como se describe anteriormente se pueden someter a uno o mas ensayos de "actividad
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bioldgica" para seleccionar un anticuerpo con propiedades beneficiosas desde una perspectiva terapéutica o seleccionar
formulaciones y condiciones que retengan la actividad bioldgica del anticuerpo. El anticuerpo se puede someter a prueba
para determinar su capacidad de unirse al antigeno contra el que se generd. Por ejemplo, se pueden usar procedimientos
conocidos en la técnica (tales como ELISA, inmunoelectrotransferencia, etc.).

Por ejemplo, para un anticuerpo anti-PD-L1, las propiedades de unién al antigeno del anticuerpo se pueden evaluar en
un ensayo que detecte la capacidad de unirse a PD-L1. En algunas divulgaciones, la union del anticuerpo se puede
determinar mediante unidn por saturacion; ELISA; y/o ensayos de competencia (por ejemplo, RIA), por ejemplo. Ademas,
el anticuerpo se puede someter a otros ensayos de actividad biolégica, por ejemplo, para evaluar su eficacia como agente
terapéutico. Dichos ensayos son conocidos en la técnica y dependen del antigeno diana y del uso previsto del anticuerpo.
Por ejemplo, los efectos biologicos del bloqueo de PD-L1 por el anticuerpo se pueden evaluar en linfocitos T CD8+, un
modelo de ratén de virus de la coriomeningitis linfocitica (VCML) y/o un modelo de tumor singénico, por ejemplo, como se
describe en la patente de EE. UU. 8.217.149.

Para cribar anticuerpos que se unan a un epitopo particular en el antigeno de interés (por ejemplo, aquellos que bloquean
la unién del anticuerpo anti-PD-L1 del ejemplo a PD-L1), se pueden realizar un ensayo de bloqueo cruzado de rutina como
el descrito en Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow y David Lane (1988). De forma
alternativa, se puede realizar cartografiado de epitopos, por ejemplo, como se describe en Champe et al., J. Biol. Chem
270:1388-1394 (1995), para determinar si el anticuerpo se une a un epitopo de interés.

Iv. Composiciones farmacéuticas y formulaciones

También se proporcionan en el presente documento composiciones farmacéuticas y formulaciones que comprenden un
antagonista de la union al eje de PD-1 y/o un anticuerpo descrito en el presente documento (tal como un anticuerpo anti-
PD-L1) y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La divulgacién también proporciona composiciones farmacéuticas y
formulaciones que comprenden taxanos, por ejemplo, nab-paclitaxel (ABRAXANE®), paclitaxel o docetaxel.

Las composiciones farmacéuticas y formulaciones como se describen en el presente documento se pueden preparar
mezclando los ingredientes activos (por ejemplo, un antagonista de la unién al eje de PD-1 y/o un taxano) que tengan el
grado deseado de pureza con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables opcionales (Remington's
Pharmaceutical Sciences 16.2 edicién, Osol, A. Ed. (1980)), en forma de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas.
Los vehiculos farmacéuticamente aceptables, en general, no son téxicos para los destinatarios a las dosificaciones y
concentraciones empleadas e incluyen, pero no se limitan a: tampones, tales como fosfato, citrato y otros acidos
organicos; antioxidantes, incluyendo acido ascérbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de
octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol
butilico o bencilico; alquilparabenos, tales como metil o propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-
cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como
seroalbumina, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidrofilos, tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos, tales como
glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros glucidos, incluyendo
glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes, tales como EDTA; azucares, tales como sacarosa, manitol, trehalosa o
sorbitol; contraiones formadores de sales, tales como sodio; complejos de metal (por ejemplo, complejos Zn-proteina) y/o
tensioactivos no ionicos, tales como polietilenglicol (PEG). Los vehiculos farmacéuticamente aceptables ejemplares del
presente documento incluyen, ademas, agentes de dispersion intersticial del farmaco tales como glucoproteinas de
hialuronidasa neutra-activa soluble (sHASEGP), por ejemplo, glucoproteinas de hialuronidasa PH-20 soluble humana,
tales como rHuPH20 (HYLENEX®, Baxter International, Inc.). Se describen determinadas sHASEGP ejemplares y
procedimientos de uso, incluyendo rHuPH20, en las publicaciones de patente de EE. UU. n.°s 2005/0260186 vy
2006/0104968. En un aspecto, se combina una sHASEGP con una o mas glucosaminoglucanasas adicionales, tales como
condroitinasas.

Se describen formulaciones de anticuerpos liofilizadas ejemplares en la patente de EE. UU. n.° 6.267.958. Las
formulaciones de anticuerpos acuosas incluyen las descritas en la patente de EE. UU. n.° 6.171.586 y el documento
WO 2006/044908, incluyendo estas ultimas formulaciones un tampdn histidina-acetato.

Las composiciones y formulaciones en el presente documento también pueden contener mas de un ingrediente activo,
segun sea necesario, para la indicacion particular que se trate, preferentemente aquellos con actividades complementarias
que no se vean afectadas de forma adversa entre si. Dichos ingredientes activos estan presentes adecuadamente en
combinacién en cantidades que son eficaces para el propdsito pretendido.

Los ingredientes activos se pueden atrapar en microcapsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de coacervacion
o mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y microcapsulas de
poli(metacrilato de metilo), respectivamente, en sistemas de administracion de farmacos coloidales (por ejemplo,
liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones. Dichas
técnicas se divulgan en Remington’s Pharmaceutical Sciences 16.2 edicion, Osol, A. (ed.) (1980).

Se pueden preparar preparaciones de liberacion prolongada. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
mantenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el anticuerpo, matrices que
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estan en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas. Las formulaciones que se van a usar
para su administracion in vivo son, en general, estériles. Se puede conseguir facilmente la esterilidad, por ejemplo, por
filtracién a través de membranas de filtracion estériles.

Iv. Procedimientos de tratamiento

En el presente documento se proporcionan procedimientos para tratar o retrasar la progresion del cancer en un individuo
que comprenden administrar al individuo una cantidad eficaz de un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano
(por ejemplo, nab-paclitaxel (ABRAXANE®) o paclitaxel). En algunas divulgaciones, el tratamiento da como resultado una
respuesta en el individuo después del tratamiento. En algunas divulgaciones, la respuesta es una respuesta completa. En
algunas divulgaciones, el tratamiento da como resultado una respuesta sostenida en el individuo después de la
interrupcion del tratamiento. Los procedimientos descritos en el presente documento pueden encontrar uso en el
tratamiento de afecciones en las que se desea una inmunogenicidad potenciada, tal como una inmunogenicidad tumoral
creciente para el tratamiento del cancer. En el presente documento también se proporcionan procedimientos de
potenciacion de la funcion inmunitaria de un individuo que tiene cancer que comprenden administrar una cantidad eficaz
de un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano (por ejemplo, nab-paclitaxel (ABRAXANE®) o paclitaxel).
Cualquiera de los antagonistas de la unién al eje de PD-1y los taxanos conocidos en la técnica o descritos en el presente
documento se pueden usar en los procedimientos. En algunas divulgaciones, los procedimientos comprenden ademas
administrar un agente quimioterapico con derivado de platino. En algunas divulgaciones, el agente quimioterapico con
derivado de platino es carboplatino.

En algunas divulgaciones, el individuo es un ser humano. En algunas divulgaciones, el individuo padece cancer. En
algunas divulgaciones, el cancer es cancer de mama (por ejemplo, cancer de mama triple negativo), cancer de vejiga (por
ejemplo, CVU, CVMI y CVNMI), cancer colorrectal, cancer rectal, cancer de pulmon (por ejemplo, carcinoma de pulmén
no microcitico que puede ser escamoso 0 no escamoso), glioblastoma, linfoma no hodgkiniano (LNH), cancer de células
renales (por ejemplo, CCR), cancer de prostata, cancer de higado, cancer pancreatico, sarcoma de tejidos blandos,
sarcoma de Kaposi, carcinoma carcinoide, cancer de cabeza y cuello, cancer gastrico, cancer esofagico, cancer de
prostata, cancer endometrial, cancer de rifion, cancer ovarico, mesotelioma y neoplasias malignas hematicas (por ejemplo,
SMD y mieloma multiple). En algunas divulgaciones, el cancer se selecciona de: cancer de pulmén microcitico,
glioblastoma, neuroblastomas, melanoma, carcinoma de mama, cancer gastrico, cancer colorrectal (CCR) o carcinoma
hepatocelular. En divulgaciones particulares, el cancer se selecciona de cancer de pulmén (por ejemplo, carcinoma de
pulmoén no microcitico que puede ser escamoso 0 No escamoso, cancer de vejiga (por ejemplo, CVU), cancer de mama
(por ejemplo, CMTN), CCR, melanoma, colorrectal cancer y una neoplasia maligna hematica (por ejemplo, SMD y mieloma
multiple). En algunas divulgaciones, el cancer de pulmén es un carcinoma de pulmdén no microcitico que puede ser
escamoso 0 no escamoso. En algunas divulgaciones, el cancer de vejiga es CVU. En algunas divulgaciones, el cancer
de seno es CMTN. En algunas divulgaciones, la neoplasia maligna hematica es un SMD o mieloma multiple.

En algunas divulgaciones, el individuo se ha tratado con un tratamiento contra el cancer antes del tratamiento combinado
con un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano. En algunas divulgaciones, el individuo tiene cancer que es
resistente a uno o mas tratamientos contra el cancer. En algunas divulgaciones, la resistencia al tratamiento contra el
cancer incluye recidiva del cancer o cancer insensible al tratamiento. La recidiva se puede referir a la reaparicion del
cancer, en el sitio original o en un sitio nuevo, después del tratamiento. En algunas divulgaciones, la resistencia a un
tratamiento contra el cancer incluye la progresion del cdncer durante el tratamiento con el tratamiento antineoplésico. En
algunas divulgaciones, la resistencia a un tratamiento contra el cancer incluye cancer que no responde al tratamiento. El
cancer puede ser resistente al comienzo del tratamiento o se puede volver resistente durante el tratamiento. En algunas
divulgaciones, el cancer esta en una fase precoz o en una fase tardia.

En algunas divulgaciones, la politerapia comprende la administracion de un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un
taxano. El antagonista de la union al eje de PD-1 y el taxano (por ejemplo, nab-paclitaxel (ABRAXANE®) o paclitaxel) se
pueden administrar de cualquier manera adecuada conocida en la técnica. Por ejemplo, el antagonista de la union al eje
de PD-1 y el taxano se pueden administrar secuencialmente (en diferentes momentos) o simultaneamente (al mismo
tiempo). En algunas divulgaciones, el antagonista de la unién al eje de PD-1 esta en una composicién separada del taxano.
En algunas divulgaciones, el antagonista de la union al eje de PD-1 esta en la misma composicion que el taxano.

El antagonista de la unién al eje de PD-1 y el taxano se pueden administrar por la misma via de administracion o por
diferentes vias de administracion. En algunas divulgaciones, el antagonista de la unién al eje de PD-1 se administra por
via intravenosa, intramuscular, subcutanea, tépica, oral, transdérmica, intraperitoneal, intraorbital, por implantacién, por
inhalacién, por via intratecal, intraventricular o intranasal. En algunas divulgaciones, el taxano se administra por via
intravenosa, intramuscular, subcutanea, tépica, oral, transdérmica, intraperitoneal, intraorbital, por implantacién, por
inhalacién, por via intratecal, intraventricular o intranasal. Se puede administrar una cantidad eficaz del antagonista de la
union al eje de PD-1 y el taxano para la prevencion o el tratamiento de una enfermedad. La dosificacion apropiada del
antagonista de la union al eje de PD-1 y/o el taxano se puede determinar en base al tipo de enfermedad que se va a tratar,
el tipo de antagonista de la unién del eje de PD-1 y el taxano, la gravedad y la evolucién de la enfermedad, el estado
clinico del individuo, la anamnesis del individuo y la respuesta al tratamiento, y el criterio del médico especialista.

Como una proposiciéon general, la cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo anti-PD-
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L1) administrada a un ser humano estara en el intervalo de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 50 mg/kg de peso
corporal del paciente, ya sea mediante una o mas administraciones. En algunas divulgaciones, el anticuerpo usado es de
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 45 mg/kg, de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 40 mg/kg, de
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 35 mg/kg, de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 30 mg/kg, de
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 25 mg/kg, de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 20 mg/kg, de
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 15 mg/kg, de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 10 mg/kg, de
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 5 mg/kg o de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 1 mg/kg
administrado diariamente, por ejemplo. En algunas divulgaciones, el anticuerpo se administra a 15 mg/kg. Sin embargo,
pueden ser Utiles otras pautas de dosificacion. En una divulgacién, un anticuerpo anti-PD-L1 descrito en el presente
documento se administra a un ser humano a una dosis de aproximadamente 100 mg, aproximadamente 200 mg,
aproximadamente 300 mg, aproximadamente 400 mg aproximadamente 500 mg, aproximadamente 600 mg,
aproximadamente 700 mg, aproximadamente 800 mg, aproximadamente 900 mg, aproximadamente 1000 mg,
aproximadamente 1100 mg, aproximadamente 1200 mg, aproximadamente 1300 mg, aproximadamente 1400 mg o
aproximadamente 1500 mg el dia 1 de ciclos de 21 dias. En algunas divulgaciones, el anticuerpo anti-PD-L1 MPDL3280A
se administra a 1200 mg i.v. cada tres semanas (C3S). La dosis se puede administrar como una dosis Unica o como dosis
multiples (por ejemplo, 2 o 3 dosis), tal como infusiones. La dosis del anticuerpo administrado en un tratamiento combinado
se puede reducir en comparacion con un tratamiento Unico. La evolucién de este tratamiento se supervisa facilmente por
técnicas convencionales.

Como proposicion general, la cantidad terapéuticamente eficaz de un taxano (por ejemplo, nab-paclitaxel (ABRAXANE®)
o paclitaxel) administrada a un ser humano estara en el intervalo de aproximadamente 25 a aproximadamente 300 mg/m?
(por ejemplo, aproximadamente 25 mg/m?, aproximadamente 50 mg/m?, aproximadamente 75 mg/m?, aproximadamente
100 mg/m?, aproximadamente 125 mg/m?, aproximadamente 150 mg/m?, aproximadamente 175 mg/m?,
aproximadamente 200 mg/m?, aproximadamente 225 mg/m?, aproximadamente 250 mg/m?, aproximadamente
275 mg/m?, o aproximadamente 300 mg/m?) ya sea mediante una o mas administraciones. Por ejemplo, en algunas
divulgaciones, se administran aproximadamente 100 mg/m? de nab-paclitaxel (ABRAXANE®). En algunas divulgaciones,
nab-paclitaxel (ABRAXANE®) se administra a 100 mg/m? i.v. cada semana (C1S). En algunas divulgaciones, se
administran aproximadamente 200 mg/m? de paclitaxel. En algunas divulgaciones, se administra paclitaxel a 200 mg/m?
i.v. cada 3 semanas. En algunas divulgaciones, el taxano (por ejemplo, nab-paclitaxel (ABRAXANE®) o paclitaxel) se
puede administrar semanalmente, cada 2 semanas, cada 3 semanas, cada 4 semanas, en los dias 1,8 y 15 de cada ciclo
de 21 dias, o en los dias 1,8 y 15 de cada ciclo de 28 dias.

En algunas divulgaciones, los procedimientos pueden comprender ademas un tratamiento adicional. El tratamiento
adicional puede ser radioterapia, cirugia (por ejemplo, tumorectomia y una mastectomia), quimioterapia, genoterapia,
tratamiento de ADN, tratamiento antivirico, tratamiento de ARN, inmunoterapia, trasplante de médula ésea, nanoterapia,
tratamiento con anticuerpos monoclonales o una combinacion de lo anterior. El tratamiento adicional puede ser en forma
de tratamiento prequirdrgico o posquirirgico. En algunas divulgaciones, el tratamiento adicional es la administracion de
inhibidor enzimatico de molécula pequefa o agente antimetastasico. En algunas divulgaciones, el tratamiento adicional
es la administracion de agentes limitantes de efectos secundarios (por ejemplo, agentes destinados a disminuir la
aparicion y/o la gravedad de los efectos secundarios del tratamiento, tales como agentes antieméticos, etc.). En algunas
divulgaciones, el tratamiento adicional es radioterapia. En algunas divulgaciones, el tratamiento adicional es cirugia. En
algunas divulgaciones, el tratamiento adicional es una combinacién de radioterapia y cirugia. En algunas divulgaciones,
el tratamiento adicional es irradiacion gamma. En algunas divulgaciones, el tratamiento adicional es un tratamiento dirigido
a la via de PI3K/AKT/mTOR, inhibidor de HSP90, inhibidor de tubulina, inhibidor de apoptosis y/o agente
quimioprofilactico. El tratamiento adicional puede ser uno o mas de los agentes quimioterapicos descritos en el presente
documento.

En algunas divulgaciones, los procedimientos comprenden ademas administrar un agente quimioterapico con derivado de
platino con el antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano. En algunas divulgaciones, el agente quimioterapico con
derivado de platino es carboplatino. Las dosificaciones y la administracién de carboplatino son bien conocidas en la
técnica. Se administra una dosificacion ejemplar de carboplatino con un area bajo la curva (ABC) objetivo de 6 mg/ml. En
algunas divulgaciones, el carboplatino se administra por via intravenosa cada 3 semanas.

En algunas divulgaciones, los procedimientos incluyen la administracion del anticuerpo anti-PD-L1 MPDL3280A a
1200 mg i.v. administrados cada tres semanas (C3S), nab-paclitaxel (ABRAXANE®) a 100 mg/m?i.v. cada semana (C1S)
y carboplatino i.v. cada 3 semanas (C3S) con una ABC objetivo de 6 mg/ml. En algunas divulgaciones, los procedimientos
incluyen la administracién del anticuerpo anti-PD-L1 MPDL3280A a 1200 mg i.v. administrados cada tres semanas (C3S),
paclitaxel a 200 mg/m? i.v. cada 3 semanas (C3S) y carboplatino i.v. cada 3 semanas (C3S) con un ABC objetivo de
6 mg/ml.

V. Otras politerapias
También se proporcionan en el presente documento procedimientos para tratar o retrasar la progresion del cancer en un
individuo que comprenden administrar al individuo un antagonista de la unién al eje de PD-1 humano y un taxano junto

con otro agente antineoplasico o tratamiento contra el cancer. En algunas divulgaciones, los procedimientos comprenden
administrar al individuo un antagonista de la union al eje de PD-1 humano, un taxano y un agente quimioterapico con
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derivado de platino junto con otro agente antineoplasico o tratamiento contra el cancer.

En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con una
quimioterapia o agente quimioterapico. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje
de PD-1 y un taxano junto con una radioterapia o un agente radioterapico. En algunas divulgaciones, se puede administrar
un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con un tratamiento dirigido o un agente terapéutico dirigido.
En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con una
inmunoterapia o agente inmunoterapico, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal.

Sin el deseo de limitacion a teoria alguna, se cree que potenciar la estimulacién de los linfocitos T, promoviendo una
molécula coestimuladora activadora o inhibiendo una molécula coestimuladora negativa, puede promover la muerte de
las células tumorales, tratando o retrasando de este modo la progresion del cancer. En algunas divulgaciones, se puede
administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con un agonista dirigido contra una molécula
coestimuladora activadora. En algunas divulgaciones, una molécula coestimuladora activadora puede incluir CD40,
CD226, CD28, OX40, GITR, CD137, CD27, HVEM o CD127. En algunas divulgaciones, el agonista dirigido contra una
molécula coestimuladora activadora es un anticuerpo agonista que se une a CD40, CD226, CD28, OX40, GITR, CD137,
CD27, HVEM o CD127. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la union al eje de PD-1 y un
taxano junto con un antagonista dirigido contra una molécula coestimuladora inhibidora. En algunas divulgaciones, una
molécula coestimuladora inhibidora puede incluir CTLA-4 (también conocida como CD152), PD-1, TIM-3, BTLA, VISTA,
LAG-3, B7-H3, B7-H4, IDO, TIGIT, MICA/B o arginasa. En algunas divulgaciones, el antagonista dirigido contra una
molécula coestimuladora inhibidora es un anticuerpo antagonista que se une a CTLA-4, PD-1, TIM-3, BTLA, VISTA, LAG-
3, B7-H3, B7-H4, IDO, TIGIT, MICA/B o arginasa.

En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con un
antagonista dirigido contra CTLA-4 (también conocido como CD152), por ejemplo, un anticuerpo blogueante. En algunas
divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano junto con ipilimumab (también
conocido como MDX-010, MDX-101 o YERVOY®). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la
union al eje de PD-1 y un taxano junto con tremelimumab (también conocido como ticilimumab o CP-675.206). En algunas
divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con un antagonista dirigido
contra B7-H3 (también conocido como CD276), por ejemplo, un anticuerpo bloqueante. En algunas divulgaciones, se
puede administrar un antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano junto con MGA271. En algunas divulgaciones,
se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con un antagonista dirigido contra un
TGF beta, por ejemplo, metelimumab (también conocido como CAT-192), fresolimumab (también conocido como GC1008)
0 LY2157299.

En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unioén al eje de PD-1 y un taxano junto con un
tratamiento que comprende la transferencia adoptiva de un linfocito T (por ejemplo, un linfocito T citotoxico o CTL) que
expresa un receptor de antigeno quimérico (CAR). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la
union al eje de PD-1 y un taxano junto con un tratamiento que comprende la transferencia adoptiva de un linfocito T que
comprende un receptor de TGF beta dominante negativo, por ejemplo, un receptor de tipo Il de TGF beta dominante
negativo. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con
un tratamiento que comprende un protocolo HERCREEM (véase, por ejemplo, ClinicalTrials.gov, identificador
NCT00889954).

En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con un
agonista dirigido contra CD137 (también conocido como TNFRSF9, 4-1BB o ILA), por ejemplo, un anticuerpo activador.
En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con urelumab
(también conocido como BMS-663513). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la union al eje
de PD-1 y un taxano junto con un agonista dirigido contra CD40, por ejemplo, un anticuerpo activador. En algunas
divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con CP-870893. En
algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con un agonista
dirigido contra OX40 (también conocido como CD134), por ejemplo, un anticuerpo activador. En algunas divulgaciones,
se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con un anticuerpo anti-OX40 (por
ejemplo, AgonOX). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano
junto con un agonista dirigido contra CD27, por ejemplo, un anticuerpo activador. En algunas divulgaciones, se puede
administrar un antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano junto con CDX-1127. En algunas divulgaciones, se
puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con un antagonista dirigido contra
indoleamina-2,3-dioxigenasa (IDO). En algunas divulgaciones, el antagonista de IDO es 1-metil-D-triptéfano (también
conocido como 1-D-MT).

En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano junto con un
conjugado de anticuerpo-farmaco. En algunas divulgaciones, el conjugado de anticuerpo-farmaco comprende mertansina
o monometil auristatina E (MMAE). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de
PD-1 y un taxano junto con un conjugado de anticuerpo anti-NaPi2b-MMAE (también conocido como DNIB0O600A o
RG7599). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto
con trastuzumab emtansina (también conocido como T-DM1, ado-trastuzumab emtansina o KADCYLA®, Genentech). En
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algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano junto con DMUCS5754A.
En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con un
conjugado de anticuerpo-farmaco dirigido al receptor de endotelina B (EDNBR), por ejemplo, un anticuerpo dirigido contra
EDNBR conjugado con MMAE.

En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano junto con un
inhibidor de la angiogénesis. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unioén al eje de PD-1y
un taxano junto con un anticuerpo dirigido contra un VEGF, por ejemplo, VEGF-A. En algunas divulgaciones, se puede
administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con bevacizumab (también conocido como
AVASTIN®, Genentech). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1y un
taxano junto con un anticuerpo dirigido contra la angiopoyetina 2 (también conocida como Ang2). En algunas
divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano junto con MEDI3617.

En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano junto con un agente
antineoplasico. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano
junto con un agente dirigido a CSF-1R (también conocido como M-CSFR o CD115). En algunas divulgaciones, se puede
administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con anti-CSF-1 R (también conocido como IMC-
CS4). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano junto con un
interferén, por ejemplo, interferén alfa o interferén gamma. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista
de la union al eje de PD-1 y un taxano junto con Roferén-A (también conocido como interferon alfa-2a recombinante). En
algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con GM-CSF
(también conocido como factor estimulante de colonias de macréfagos y granulocitos humano recombinante, rhu GM-
CSF, sargramostim o LEUKINE®). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la union al eje de
PD-1 y un taxano junto con IL-2 (también conocido como aldesleucina o PROLEUKIN®). En algunas divulgaciones, se
puede administrar un antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano junto con IL-12. En algunas divulgaciones, se
puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con un anticuerpo dirigido a CD20. En
algunas divulgaciones, el anticuerpo dirigido a CD20 es obinutuzumab (también conocido como GA101 o GAZYVA®) o
rituximab. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto
con un anticuerpo dirigido a GITR. En algunas divulgaciones, el anticuerpo dirigido a GITR es TRX518.

En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano junto con una
vacuna contra el cadncer. En algunas divulgaciones, la vacuna contra el cancer es una vacuna contra el cancer de péptidos,
que en algunas divulgaciones es una vacuna de péptidos personalizada. En algunas divulgaciones, la vacuna contra el
cancer de péptidos es un péptido largo multivalente, un péptido multiple, un céctel de péptidos, un péptido hibrido o una
vacuna de células dendriticas pulsadas por péptidos (véase, por ejemplo, Yamada et al., Cancer Sci, 104:14 -21, 2013).
En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unioén al eje de PD-1 y un taxano junto con un
adyuvante. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unioén al eje de PD-1 y un taxano junto
con un tratamiento que comprende un agonista de TLR, por ejemplo, Poli-ICLC (también conocido como HILTONOL®),
LPS, MPL o CpG ODN. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un
taxano junto con factor de necrosis tumoral (TNF) alfa. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de
la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con IL-1. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la
union al eje de PD-1 y un taxano junto con HMGB1. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la
union al eje de PD-1 y un taxano junto con un antagonista de IL-10. En algunas divulgaciones, se puede administrar un
antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano junto con un antagonista de IL-4. En algunas divulgaciones, se puede
administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con un antagonista de IL-13. En algunas
divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con un antagonista de
HVEM. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con
un agonista de ICOS, por ejemplo, mediante la administracion de ICOS-L, o un anticuerpo agonista dirigido contra ICOS.
En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con un
tratamiento dirigido a CX3CL1. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-
1y un taxano junto con un tratamiento dirigido a CXCL9. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista
de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con un tratamiento dirigido a CXCL10. En algunas divulgaciones, se puede
administrar un antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano junto con un tratamiento dirigido a CCL5. En algunas
divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con un agonista de LFA-
1 o ICAM1. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto
con un agonista de selectina.

En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con un
tratamiento dirigido. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano
junto con un inhibidor de B-Raf. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-
1 y un taxano junto con vemurafenib (también conocido como ZELBORAF®). En algunas divulgaciones, se puede
administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con dabrafenib (también conocido como
TAFINLAR®). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano junto
con erlotinib (también conocido como TARCEVA®). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la
union al eje de PD-1 y un taxano junto con un inhibidor de MEK, como MEK1 (también conocido como MAP2K1) o MEK2
(también conocido como MAP2K2). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de
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PD-1 y un taxano junto con cobimetinib (también conocido como GDC-0973 o XL-518). En algunas divulgaciones, se
puede administrar un antagonista de la uniéon al eje de PD-1 y un taxano junto con trametinib (también conocido como
MEKINIST®). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano junto
con un inhibidor de K-Ras. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1y
un taxano junto con un inhibidor de c-Met. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la union al
eje de PD-1 y un taxano junto con onartuzumab (también conocido como MetMAb). En algunas divulgaciones, se puede
administrar un antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano junto con un inhibidor de Alk. En algunas divulgaciones,
se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con AF802 (también conocido como
CH5424802 o alectinib). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1y un
taxano junto con un inhibidor de una fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K). En algunas divulgaciones, se puede administrar un
antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con BKM120. En algunas divulgaciones, se puede administrar
un antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano junto con idelalisib (también conocido como GS-1101 o CAL-101).
En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano junto con perifosina
(también conocido como KRX-0401). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la union al eje de
PD-1 y un taxano junto con un inhibidor de un Akt. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la
union al eje de PD-1 junto con MK2206. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje
de PD-1 y un taxano junto con GSK690693. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién
al eje de PD-1 y un taxano junto con GDC-0941. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la
union al eje de PD-1 y un taxano junto con un inhibidor de mTOR. En algunas divulgaciones, se puede administrar un
antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con sirélimus (también conocido como rapamicina). En algunas
divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con temsirélimus (también
conocido como CCI-779 o TORISEL®). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la union al eje
de PD-1 y un taxano junto con everdlimus (también conocido como RADOO1). En algunas divulgaciones, se puede
administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con ridaforélimus (también conocido como AP-
23573, MK-8669 o defordlimus). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-
1y un taxano junto con OSI-027. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la union al eje de PD-
1 y un taxano junto con AZD8055. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de
PD-1 y un taxano junto con INK128. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la union al eje de
PD-1 y un taxano junto con un inhibidor dual de PI3BK/mTOR. En algunas divulgaciones, se puede administrar un
antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano junto con XL765. En algunas divulgaciones, se puede administrar un
antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano junto con GDC-0980. En algunas divulgaciones, se puede administrar
un antagonista de la union al eje de PD-1 y un taxano junto con BEZ235 (también conocido como NVP-BEZ235). En
algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con BGT226. En
algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la union al eje de PD-1y un taxano junto con GSK2126458.
En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto con PF-
04691502. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de la unién al eje de PD-1 y un taxano junto
con PF-05212384 (también conocido como PKI-587).

VI. Articulos de fabricacion o kits

En otra divulgacion de la divulgacion, se proporciona un articulo de fabricacion o un kit que comprende un antagonista de
la unién al eje de PD-1 y/o un taxano. En algunas divulgaciones, el articulo de fabricacion o kit comprende ademas un
prospecto del envase que comprende instrucciones para usar el antagonista de la unién al eje de PD-1 junto con un taxano
para tratar o retrasar la progresion del cancer en un individuo o para potenciar la funcion inmunitaria de un individuo que
tiene cancer. Cualquiera del antagonista de la union al eje de PD-1 y/o taxanos descritos en el presente documento se
puede incluir en el articulo de fabricacion o los kits.

En algunas divulgaciones, el antagonista de la union al eje de PD-1 y el taxano estan en el mismo recipiente o en
recipientes separados. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, frascos, viales, bolsas y jeringas. El recipiente
se puede formar a partir una variedad de materiales tales como vidrio, plastico (como cloruro de polivinilo o poliolefina) o
aleacion de metal (tal como acero inoxidable o hastelloy). En algunas divulgaciones, el recipiente contiene la formulacion
y la etiqueta en, o asociada con, el recipiente puede indicar instrucciones de uso. El articulo de fabricacién o kit puede
incluir ademas otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones,
diluyentes, filtros, agujas, jeringuillas y prospectos del envase con instrucciones para su uso. En algunas divulgaciones,
el articulo de fabricacion incluye ademas uno o mas de otro agente (por ejemplo, un agente quimioterapico y un agente
antineoplasico). Los recipientes adecuados para los uno 0 mas agentes incluyen, por ejemplo, frascos, viales, bolsas y
jeringas.

EJEMPLOS

La invencion se entendera mejor con referencia a los siguientes ejemplos. Sin embargo, estos no se deben interpretar
como limitantes del alcance de la invencién. Se entiende que los ejemplos y divulgaciones descritos en el presente
documento son solo para propésitos ilustrativos y que diversas modificaciones o cambios a la luz de los mismos se
sugeriran a los expertos en la técnica y se incluiran dentro del espiritu y el ambito de esta solicitud y el alcance de
reclamaciones adjuntas.
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Ejemplo 1: El tratamiento combinado con anticuerpo anti-PD-L1 y nab-paclitaxel (ABRAXANE®) + carboplatino
logroé respuestas completas duraderas en un modelo de tumor colorrectal MC38

Materiales y procedimientos

Modelos de tumores in vivo

Las lineas celulares de tumor colorrectal MC38 se mantuvieron en Genentech. Se inocularon por via subcutanea ratones
hembra C57BL/6 de 7-10 semanas (Charles River Laboratories; Hollister, CA) en el flanco unilateral derecho con 0,1
millones de células MC38. Cuando los tumores alcanzaron un volumen tumoral medio de aproximadamente 100-300 mm3,
los ratones fueron reclutados y aleatorizados en grupos de tratamiento y el tratamiento con anticuerpos y/o quimioterapia
comenzo al dia siguiente 1.

Se us6 un enfoque de modelado mixto para analizar la medicion repetida de volimenes tumorales de los mismos animales
a lo largo del tiempo (Pinheiro et al. nmle: Linear and Nonlinear Mixed Effects Models. R. version del paquete 3.1-108
(2013)). Este enfoque aborda tanto las mediciones repetidas como los abandonos modestos antes del final del estudio.
Se utilizaron splines de regresién cubicos para ajustar un perfil no lineal a las evoluciones en el tiempo de log2 (volumen
tumoral) en los diferentes tratamientos. El ajuste se realizd por medio de un modelo lineal de efectos mixtos dentro de R,
version 2.15.2, usando el paquete nime, version 3.1 108 (R Foundation for Statistical Computing; Viena, Austria).

Para el experimento de reexposicion con MC38 que se muestra en las figuras 5A-5B, se inocularon ratones curados,
tratados previamente con la combinacion anti-PD-L1 + ABRAXANE® + carboplatino, por via subcutanea con 0,1 millones
de células MC38 en el flanco opuesto al de la exposicion del tumor primario. Paralelamente, se inocularon ratones
C57BL/6 hembra sin exposicion previa con 0,1 millones de células MC38. Siete dias después, todos los ratones se
sacrificaron y se recogieron los bazos para analisis por citometria de flujo. Todos los estudios en animales se llevaron a
cabo de acuerdo con las directrices y reglamentos establecidos en la Ley de Bienestar Animal y la Guia para el Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio y las directrices del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (IACUC).

Estimulacién in vitro de cultivos de esplenocitos de ratones con reexposicion

Se cultivaron esplenocitos a 1 millén de células/pocillo por triplicado en una placa de fondo en U de 96 pocillos con forbol
12-miristato 13-acetato (PMA) a 10 ng/ml e ionomicina a 1 pg/ml (Sigma-Alrich; St. Louis, MO) mas GOLGIPLUG™
(brefeldina A) (BD Biosciences; San Jose, CA) durante 4 horas a 37 °C. Se recogieron las células y se tifieron con
marcadores de superficie CD4 FITC (isotiocianato de fluoresceina), CD3 PE (ficoeritrina) y CD8 PerCp-Cy5.5 (BD
Biosciences), y se fijaron con paraformaldehido al 4 % durante 30 minutos en hielo. Se permeabilizaron las células con
tampon de permeabilizacion 1x (BD Biosciences) y se tifieron con anticuerpos de rata antiinterferén-y de ratén (IFN-y)
conjugados con aloficocianina (APC) o anticuerpos de rata de control de isotipo IgG1-APC (BD Biosciences) y se
analizaron en un BD Biosciences LSRII usando el programa informatico FACSDIVA™. El analisis de citometria de flujo
se realizé utilizando el programa informatico FlowJo (TreeStar).

Anticuerpos y tratamientos

Todos los anticuerpos de tratamiento se generaron en Genentech. El anticuerpo de control fue IgG1 murina anti-gp120
(mlgG1), clon 10E7.1D2. Anti-PD-L1 era una quimera inversa humana/de ratén, el clon YW243.55.S70 migG2a.DANA o
bien un clon completo de ratéon 25A1 migG2a.DANA. ABRAXANE® se obtuvo de Abraxis Bioscience, Inc. (propiedad de
Celgene; Summit, NJ). El carboplatino se obtuvo de Hospira, Inc. (Lake Forest, IL). La dexametasona se obtuvo de West-
Ward Pharmaceuticals (Eatontown, NJ). Las pautas de dosificacion y las vias de administracion fueron las indicadas en
la breve descripcion de los dibujos. Se diluyeron los anticuerpos en PBS o acetato de histidina 20 mM, sacarosa 240 mM,
polisorbato 20 al 0,02%, pH 5,5. Las quimioterapias y la dexametasona se diluyeron en solucién salina.

Estudio de vacunacion in vivo

Se aislaron linfocitos T OTI Thy1.1 CD8 + mediante seleccion negativa usando un kit de aislamiento MACS CD8 (Miltenyi
Biotec) de los bazos y los ganglios linfaticos mesentéricos de hembras OTI Thy1-1 donantes (colonia Genentech). Se
marcaron células CD8+ purificadas con CFSE (Life Technologies; Grand Island, NY) y se inyectaron 2,5 x 108 células por
via intravenosa (i.v.) en hembras C57BL/6 receptoras (Charles River Laboratories). Al dia siguiente, se vacuné a los
ratones mediante inyeccion intraperitoneal (i.p.) con 250 ng de anti-DEC205 fusionado a ovoalbumina de longitud
completa (producida en Genentech) mas solucion salina o dexametasona a 4 mg/kg inyectada i.v. Dos dias después de
la vacunacion, los ratones se sacrificaron y se recogieron los bazos para su analisis. Se determinaron los recuentos
celulares totales de suspensiones de células esplénicas por citometria de flujo usando una proporcién de eventos de
células vivas respecto una cantidad fija de microesferas fluorescentes (catalogo n.° 9003-53-6, Polysciences, Inc.;
Warrington, PA) de concentracion conocida. Se identificaron los linfocitos T OTI CD8+ por citometria de flujo mediante
tincion con Thy1.1 PE-Cy7 y CD8 Pacific Blue (BD Biosciences) y se analizaron en un BD Biosciences LSRII usando el
programa informatico FACSDIVA™. El andlisis de citometria de flujo se realizé utilizando el programa informatico FlowJo
(TreeStar).
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Resultados

Este estudio evalud la eficacia de un anticuerpo anti-PD-L1 en el contexto de tratamiento contra el cancer en un modelo
tumoral preclinico de raton. El tratamiento combinado con un anticuerpo anti-PD-L1 (clon 25A1 mlgG2a.DANA) y paclitaxel
+ carboplatino dio como resultado una respuesta antitumoral sinérgica, en comparacion con el tratamiento con un
anticuerpo de control o paclitaxel + carboplatino solo, en el modelo de tumor colorrectal MC38 singénico (figura 1). Un
10 % de los ratones (1/10) tuvieron una respuesta parcial al tratamiento combinado con anti-PD-L1 y paclitaxel +
carboplatino, en comparacién con ningun ratén en los grupos de anticuerpo de control o paclitaxel + carboplatino solo
(figura 1). Se realizd un seguimiento de las respuestas antitumorales fuertes que dieron como resultado reducciones en
el tamarfio del tumor como respuestas parciales (RP), definidas en este ejemplo como una disminucion del volumen
tumoral inicial de >50 % y <100 %, o respuestas completas, definidas en este ejemplo como una disminucién de un 100 %
en el volumen tumoral. El tratamiento combinado con anticuerpo anti-PD-L1 y paclitaxel + carboplatino también retraso el
tiempo hasta la progresion. El tiempo hasta la progresion (THP) (definido como 5x el volumen tumoral inicial en este
ejemplo) para el anticuerpo de control fue de 11 dias, para el paclitaxel + carboplatino fue de 15,5 dias, y para el
tratamiento combinado con el anticuerpo anti-PD-L1 y paclitaxel + carboplatino fue de 25 dias.

En un entorno clinico, el tratamiento con paclitaxel (que esta formulado en un disolvente potencialmente toxico) implica,
en general, la premedicacién con corticoesteroides tal como dexametasona para reducir la probabilidad de reacciones de
hipersensibilidad. Sin embargo, los corticoesteroides tal como la dexametasona tienen efectos inmunosupresores y
pueden inhibir las respuestas de los linfocitos T, lo que a su vez puede reducir la actividad de los antagonistas de la unién
al eje de PD-1, tal como los agentes anti-PD-L1. Consecuentemente, la administracion de dexametasona anulo la eficacia
del tratamiento con un unico agente anti-PD-L1 en el modelo de tumor colorrectal MC38 singénico (figuras 2A y 2B).
Ademas, la dexametasona inhibié las respuestas de los linfocitos T especificos de antigeno en un modelo de y
transferencia y vacunacion de linfocitos T adoptivas de OTI (figura 3). Por lo tanto, sin deseo de limitacién teoria alguna,
el tratamiento con corticoesteroides tal como la dexametasona puede amortiguar o desviar algunos de los beneficios de
los antagonistas de la unién al eje de PD-1, tal como el tratamiento anti-PD-L1, reduciendo de este modo la potenciacion
de la funcién de los linfocitos T y su capacidad de promover respuestas antitumorales, tal como la destruccion de tumores
mediada por linfocitos T CD8+.

El tratamiento combinado con un anticuerpo anti-PD-L1 (YW243.55.S70.mIgG2a.DANA quimérico) y nab-paclitaxel
(ABRAXANE®) + carboplatino dio como resultado una eficacia antitumoral sinérgica inesperadamente fuerte en
comparacion con el tratamiento con un anticuerpo de control, anticuerpo con un Unico agente anti-PD-L1 o ABRAXANE®
+ carboplatino solo, en el modelo de tumor colorrectal MC38 singénico (figuras 4A y 4B). El anticuerpo combinado anti-
PD-L1 y el tratamiento con ABRAXANE® + carboplatino lograron respuestas completas duraderas que duraron mas de
90 dias en 4/8 ratones (figuras 4A y 4B). Esta sinergia fue ain mas fuerte que la sinergia observada como resultado del
tratamiento combinado con anti-PD-L1 y paclitaxel + carboplatino. El THP (5x el volumen tumoral inicial) fue de 11,5 dias
para el anticuerpo de control solo, 9 dias para el anticuerpo anti-PD-L1 solo, 13,5 dias para el ABRAXANE® + carboplatino
solo, y no aplicable para la politerapia del anticuerpo anti-PD-L1 y ABRAXANE® + carboplatino, donde 4/8 ratones
mostraron regresion completa. Esto indica que la politerapia del anticuerpo anti-PD-L1 y ABRAXANE® + carboplatino
retrasa fuertemente el tiempo hasta la progresiéon, en mayor medida que el tratamiento combinado con anticuerpo anti-
PD-L1 y paclitaxel + carboplatino. Ademas, todos los ratones curados (es decir, ratones que presentan respuestas
completas) del tratamiento combinado con anti-PD-L1 y ABRAXANE® + carboplatino pudieron rechazar por completo una
exposicién secundaria con la misma linea celular tumoral MC38, lo que indica que el tratamiento generé respuestas de
memoria de los linfocitos T (figuras 5A-5B). La reestimulacion in vitro de esplenocitos de estos ratones curados mostrd
una funcidn efectora de los linfocitos T incrementada como se observa por la produccion potenciada de interferon gamma
(IFN-y) tanto de linfocitos T CD4+ como de linfocitos T CD8+ en comparacion con los ratones con exposicion primaria sin
exposicion previa (figuras 5A-5B).

La actividad sinérgica antitumoral sorprendentemente fuerte y la capacidad inesperada de obtener respuestas completas
y la generacion de respuestas de memoria de los linfocitos T representan importantes ventajas terapéuticas para la
politerapia con antagonistas de la union al eje de PD-1 y taxanos, tales como nab-paclitaxel (ABRAXANE®).
Adicionalmente, a diferencia del tratamiento con paclitaxel, el tratamiento con nab-paclitaxel (ABRAXANE®) tipicamente
no implica premedicacion con corticoesteroides, tales como dexametasona. Los resultados presentados aqui indican que
el tratamiento combinado con un antagonista de la unién al eje de PD-1 (tal como un anticuerpo anti-PD-L1) y nab-
paclitaxel (ABRAXANE®) también posibilita un régimen de tratamiento mas simple que puede evitar el uso de
corticoesteroides y reducir de este modo la probabilidad de posibles efectos adversos.

Ejemplo 2: El tratamiento combinado con el anticuerpo anti-PD-L1 con nab-paclitaxel (ABRAXANE®) y
carboplatino logré respuestas completas en un ensayo clinico de fase 1b para pacientes con carcinoma de
pulmén no microcitico

Se realiz6 un estudio clinico de fase 1b para evaluar la eficacia del tratamiento combinado con un anticuerpo anti-PD-L1
(MPDL3280A) en combinacion con un taxano (nab-paclitaxel (ABRAXANE®) o paclitaxel) y carboplatino para pacientes
con carcinoma de pulmén no microcitico (CPNM).

El protocolo de dosificacién para este estudio clinico fue como sigue:
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1) Politerapia con MPDL3280A/ABRAXANE®/carboplatino: (a) MPDL3280A a 1200 mg i.v. administrados cada 3
semanas (C3S); (b) ABRAXANE® a 100 mg/m? i.v. cada semana (C1S); y (c) carboplatino i.v. cada 3 semanas (C3S) con
un area bajo la curva (ABC) objetivo de 6 mg/ml.

2) Politerapia con MPDL3280A/paclitaxel/carboplatino: (a) MPDL3280A a 1200 mg i.v. administrados cada 3
semanas (C3S); (b) paclitaxel a 200 mg/m? i.v. cada 3 semanas (C3S); y (c) carboplatino i.v. cada 3 semanas (C3S) con
un ABC objetivo de 6 mg/ml.

La tabla 4 muestra los resultados de un estudio de 14 pacientes tratados con MPDL3280A en combinaciéon con
ABRAXANE® y carboplatino. La tabla 5 muestra los resultados de un estudio de 6 pacientes tratados con MPDL3280A
en combinacion con paclitaxel y carboplatino.

Tabla 4: Eficacia del tratamiento combinado con MPDL3280A/ABRAXANE®/carboplatino

Resultado Porcentaje (n/N)
Tasa de respuesta objetiva (TRO) |64,3 % (9/14)
Respuesta completa (RC) 21,4 % (3/14)
Respuesta parcial (RP) 42,9 % (6/14)
Enfermedad estable (EE) 28,6 % (4/14)
Enfermedad progresiva (EP) 7,1 % (1/14)

Tabla 5: Eficacia del tratamiento combinado con MPDL3280A/paclitaxel/carboplatino

Resultado Porcentaje (n/N)
Tasa de respuesta objetiva (TRO) |33,3 % (2/6)
Respuesta completa (RC) 0
Respuesta parcial (RP) 33,3 % (2/6)
Enfermedad estable (EE) 66,7 % (4/6)
Enfermedad progresiva (EP) 0

Como se muestra en la tabla 4 y la figura 6A, el tratamiento combinado con MPDL3280A y nab-paclitaxel (ABRAXANE®)
+ carboplatino dio como resultado una eficacia antitumoral inesperadamente fuerte, con una tasa de respuesta objetiva
de un 64,3% (TRO, RC+RP). Sorprendentemente, un 21,4 % (3/14) de los pacientes tratados con la politerapia con
MDPL3280A y nab-paclitaxel (ABRAXANE®) + carboplatino lograron una respuesta completa (es decir, una ausencia
completa de masa tumoral detectable). Un 42,9 % (6/14) de los pacientes experimentaron una respuesta parcial.

El tratamiento combinado con MPDL3280A y paclitaxel + carboplatino también dio como resultado una eficacia
antitumoral, aunque fue algo menos robusta que la de la politerapia con MPDL3280A/nab-paclitaxel (ABRAXANE®) +
carboplatino en el tamafio de muestra relativamente pequefio sometido a prueba. La TRO para la politerapia con
MPDL3280A y paclitaxel + carboplatino fue de un 33,3 %, experimentando ambos pacientes con respuesta una respuesta
parcial (tabla 5y figura 6B).

Consecuente con los estudios preclinicos presentados en el ejemplo 1, la actividad antitumoral sorprendentemente fuerte
y la capacidad inesperada de obtener respuestas completas mantenidas representan importantes ventajas terapéuticas
para la politerapia con antagonistas de la unién al eje de PD-1 (tales como anticuerpos anti-PD-L1) y taxanos, tales como
nab-paclitaxel (ABRAXANE®).

48



10

15

20

25

<110>

Genentech, Inc.

F. Hoffman-La Roche AG

<120>

DE PD-1Y TAXANOS

<130>

<150>
<151>

<160> 33

<170>

<210> 1

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 1

Gln

1

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Ser

Arg

Val

Leu

Met

Val

50

Gly

Gln

Thr

Ala

Ser
130

440
PRT
Secuencia artificial

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asn

Ser

115

Thr

US 61/917264
17/12/2013

Leu

Leu
20

Trp

Trp

Phe

Asn

Asp

100

Thr

Ser

50474-103W02

PatentIn version 3.5

Val

Asp

Val

Tyr

Thr

Ser

85

Asp

Lys

Glu

Construccion sintética

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Gly

Ser

Ser

Lys

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Pro

Thr
135

ES 2763429 T3

LISTADO DE SECUENCIAS

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Gly

Ser

120

Ala

Gly

Ser

25

Pro

Lys

Asp

Glu

Gln

105

val

Ala

Gly

10

Gly

Gly

Arg

Asn

Asp

Gly

Phe

Leu

val

Ile

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Thr

Pro

Gly

49

val

Thr

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Leu

Cys
140

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Vval

Ala

125

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

val

Gly
15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

val

Cys

Lys

PROCEDIMIENTOS DE TRATAMIENTO DE CANCERES USANDO ANTAGONISTAS DE LA UNION AL EJE

Arg

Ser

Val

Val

Phe

80

Cys

Ser

Ser

Asp



Tyr

145

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro

225

Lys

vVal

Asp

Phe

Asp

305

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys
385

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

210

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

290

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

370

Thr

Pro

val

Ser

Thr

195

val

Phe

Thr

Val

val

275

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

355

Ala

Thr

Glu

His

Ser

180

Cys

Glu

Leu

Leu

Ser

260

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

340

Val

Val

Pro

Pro

Thr

165

val

Asn

Ser

Gly

Met

245

Gln

Val

Tyr

Gly

Ile

325

val

Ser

Glu

Pro

Val

150

Phe

val

val

Lys

Gly

230

Ile

Glu

His

Arg

Lys

310

Glu

Tyr

Leu

Trp

val
390

Thr

Pro

Thr

Asp

Tyr

215

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

295

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

375

Leu

Val

Ala

val

His

200

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

280

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

360

Ser

Asp

ES 2763429 T3

Ser

val

Pro

185

Lys

Pro

val

Thr

Glu

265

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

345

Leu

Asn

Ser

Trp

Leu

170

Ser

Pro

Pro

Phe

Pro

250

Val

Thr

Val

Cys

Ser

330

Pro

Vval

Gly

Asp

Asn

155

Gln

Ser

Ser

Cys

Leu

235

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

315

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

395

50

Ser

Ser

Ser

Asn

Pro

220

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

300

Val

Ala

Gln

Gly

Pro

380

Ser

Gly

Ser

Leu

Thr

205

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

285

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

365

Glu

Phe

Ala

Gly

Gly

190

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

270

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

350

Tyr

Asn

Phe

Leu

Leu

175

Thr

val

Pro

Lys

Val

255

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

335

Met

Pro

Asn

Leu

Thr

160

Tyr

Lys

Asp

Ala

Pro

240

Val

Val

Gln

Gln

Gly

320

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr
400
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15

Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser

405

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala

420

Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys

<210> 2

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 2

435

214
PRT
Secuencia artificial

Glu Ile Val

1

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys
145

Arg

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ala

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

val

115

Ser

Gln

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

Val

85

Gly

Ile

Val

Lys
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Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

val
150

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Proc

Leu

135

Asp

440

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

vVal

Pro

120

Leu

Asn

ES 2763429 T3

Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe

410

415

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys

425

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln
155

51

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Leu

Val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

430

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

val

110

Lys

Arg

Asn

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Arg

Ala

Gly

Ala

Gln
160
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15

20

Glu Ser val Thr

Ser Thr Leu Thr

130

2la Cys Glu Vval

195

Phe Asn Arg Gly

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

0

3
118
PRT

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Secuencia artificial

Gln Asp Ser

Ser Lys Ala

His Gln Gly

200

Cys

Construccion sintética

3

Glu val Gln

1

Ser Leu Arg

Trp Ile His

35

Ala Trp Ile

50

Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Arg Arg

Leu Val Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

115

4
108
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

His

100

val

Vval

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Trp

Ser

Secuencia artificial

Glu Ser Gly

Cys Ala Ala

Arg Gln Ala

40

Tyr Gly Gly

Ile Ser Ala

70

Leu Arg Ala

Pro Gly Gly

Ala

Construccion sintética
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Lys

Asp

185

Leu

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe
105

Asp
170

Tyr

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

30

Asp

Ser Thr Tyr

Glu

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

52

Lys

Pro

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

His

val
205

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Ser

Lys

190

Thr

Proc

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Leu
175

Val

Lys

Gly
15

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ser

val

Val

Tyr

80

Cys

Thr
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<400>

Asp
1

Asp

Val

Tyr

Ser
65

Glu

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

4

Ile

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

5

10

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

PRT
Secuencia artificial

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr
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Xaa

(6)..(6)
XaaesDoG

5

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

ES 2763429 T3

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

50

Ile

Gly Phe Thr Phe Ser Xaa Ser Trp Ile His

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

6

18

PRT
Secuencia artificial

5

Construccion sintética

Xaa

(4)..(4)

XaaesSolL

Xaa

(10)..(10)

10

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

53

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Leu

Arg

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Tyr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

His

val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
85

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Ala
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<223> XaaesToS

<400> 6

Ala Trp Ile Xaa Pro Tyr Gly Gly Ser Xaa Tyr Tyr Ala Asp Ser Val

1 5 10

Lys Gly

<210> 7

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 7

Arg His Trp Pro Gly Gly Phe Asp Tyr
1 5

<210> 8

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 8

Glu Vval Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

<210> 9

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 9

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

1 5 10

<210> 10

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 10

54

15

15
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Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln

1

5

10

15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

20

11

11

PRT

Secuencia artificial

Construccion sintética

11

25

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5

12

11

PRT

Secuencia artificial

Construccion sintética

Xaa

(5)..(5)
XaaesDoV

Xaa

(6)..(6)

XaaesVol

Xaa

(7)-(7)

XaaesSoN

Xaa

(9)..(9)
XaaesAoF

Xaa
(10)..(10)
XaaesVolL

12

10

Arg Ala Ser Gln Xaa Xaa Xaa Thr Xaa Xaa Ala

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

5

13

7

PRT

Secuencia artificial

Construccion sintética

10

55

30
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60

ES 2763429 T3

<220>

<221> Xaa

<222> (4)..(4)
<223> XaaesFoT

<220>

<221> Xaa

<222> (6)..(6)
<223> XaaesYOoA

<400> 13

Ser Ala Ser Xaa Leu Xaa Ser
1 5

<210> 14

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<220>

<221> Xaa

<222> (3)..(3)

<223> XaaesY,G,FoS

<220>

<221> Xaa

<222> (4).. (4)

<223> Xaaesl,Y,FoW

<220>

<221> Xaa

<222>  (5)..(5)

<223> XaaesY,N,A T,G Fol

<220>

<221> Xaa

<222> (6)..(6)

<223> XaaesH,V,P, Tol

<220>

<221> Xaa

<222> (8)..(8)

<223> XaaesA W,R,PoT

<400> 14

Gln Gln Xaa Xaa Xaa Xaa Pro Xaa Thr
1 5

<210> 15
<211> 23

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 15

56
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Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20

<210> 16

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 16

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 17

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 17

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 18

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 18

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
1 5 10

<210> 19

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 19

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ser Trp Ile His
1 5 10

<210> 20
<211> 18

57
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55

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 20

Ala Trp Ile Ser Pro Tyr Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val

1 5

Lys Gly

<210> 21

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 21

ES 2763429 T3

10

Arg His Trp Pro Gly Gly Phe Asp Tyr

1 5
<210> 22

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 22

Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala Val Ala

1 ]

<210> 23

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 23

Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
1 5

<210> 24

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 24

10

58
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Gln Gln Tyr Leu Tyr His Pro Ala Thr
1 5

<210> 25

<211> 118

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 25

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ser
20 25 30

Trp Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Trp Ile Ser Pro Tyr Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 30 95

Ala Arg Arg His Trp Pro Gly Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 26

<211> 122

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 26
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ser
20 25 30

Trp Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
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35

40

Ala Trp Ile Ser Pro Tyr

50

Lys Gly Arg Phe Thr Ile

65

70

Leu Gln Met Asn Ser Leu

85

Ala Arg Arg His Trp Pro

100

Leu Val Thr Val Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

115
27
11

PRT
Secuencia artificial

Construccion sintética

27

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Ala

ES 2763429 T3

Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
60

Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr
75 80

Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
90 95

Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
105 110

Ser Thr Lys
120

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5
28
10

PRT
Secuencia artificial

Construccion sintética

28

10

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

29

30

PRT

Secuencia artificial

Construccion sintética

29

10

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

5

10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser

<210>

20

30

25 30

60
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<211> 14
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 30

ES 2763429 T3

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala

1 5

<210> 31

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 31

10

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys

1 5

<210> 32

<211> 447

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 32

Glu Val Gln Leu Val Glu
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20

Trp Ile His Trp Val Arg
35

Ala Trp Ile Ser Pro Tyr
50

Lys Gly Arg Phe Thr Ile
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu
85

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

10

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
90

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

61

Val Gln

Thr Phe

Gly Leu
45

Tyr Ala
60

Lys Asn

Ala Val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

15

Gly
15

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr
95

Gly

Ser

Val

Val

Tyr

80

Cys



ES 2763429 T3

Ala Arg Arg His Trp Pro Gly Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Prec Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Prc Ser Ser
180 185 190

Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205

Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr
210 215 220

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
225 230 235 240

Val Phe Leu Phe Prc¢ Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg
245 250 255

Thr Prco Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
260 265 270

Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala
275 280 285

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Ala Ser Thr Tyr Arg Val val
290 295 300

Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
305 310 315 320

62
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15

Lys Cys Lys Val Ser Asn
325

Ile Ser Lys Ala Lys Gly
340

Pro Pro Ser Arg Glu Glu
355

Leu Val Lys Gly Phe Tyr
370

Asn Gly Gln Pro Glu Asn
385 390

Ser Asp Gly Ser Phe Phe
405

Arg Trp Gln Gln Gly Asn
420

Leu His Asn His Tyr Thr
435

<210> 33

<211> 214

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 33

Asp Ile Gln Met Thr Gln
1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr
20

Val Ala Trp Tyr Gln Gln
35

Tyr Ser Ala Ser Phe Leu
50

Ser Gly Ser Gly Thr asp
65 70

Lys

Gln

Met

Pro

375

Asn

Leu

Val

Gln

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe
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Ala Leu

Pro Arg
345

Thr Lys
360

Ser Asp

Tyr Lys

Tyr Ser

Phe Ser
425

Lys Ser
440

Pro Ser

Arg Ala
25

Pro Gly
40

Ser Gly

Thr Leu

Pro
330

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

410

Cys

Leu

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

63

Pro Ile

Gln val

Val Ser
365

val Glu
380

Pro Pro

Thr Val

Val Met

Leu Ser
445

Ser Ala

Asp Val

Pro Lys
45

Ser Arg
60

Ser Ser

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

Val

Asp

His
430

Pro

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Lys
335

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro
80



Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Phe

Val

115

Ser

Gln

val

Leu

Glu
195

Arg

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

val

Gly

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

150

Gln

Ser

His

Cys

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200
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Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

64

Leu

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Tyr

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

His

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

val

Lys

Ala

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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REIVINDICACIONES

1. Un antagonista de la unién a PD-L1 para su uso en un procedimiento para tratar o retrasar la progresion del
carcinoma de pulmén no microcitico en un individuo, en el que el antagonista de la unién a PD-L1 se administra en
combinacién con nab-paclitaxel y carboplatino, y en el que el antagonista de la unién a PD-L1 es un anticuerpo.

2. El antagonista de la unién a PD-L1 para su uso de la reivindicacién 1, en el que el antagonista de la uniéon a PD-
L1 (i) inhibe la unién de PD-L1 a PD-1; (ii) inhibe la unién de PD-L1 a B7-1; o (iii) inhibe la unién de PD-L1 tanto a PD-1
como a B7-1.

3. El antagonista de la unién a PD-L1 para su uso de la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo se selecciona del
grupo que consiste en: MPDL3280A, YW243.55.S70, MDX-1105 y MEDI4736.

4. El antagonista de la union a PD-L1 para su uso de la reivindicacion 3, en el que el anticuerpo es MPDL3280A.

5. El antagonista de la unién a PD-L1 para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el
anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende una secuencia de HVR-H1 de SEQ ID NO:19, una secuencia
de HVR-H2 de SEQ ID NO:20 y una secuencia de HVR-H3 de SEQ ID NO:21; y una cadena ligera que comprende una
secuencia de HVR-L1 de SEQ ID NO:22, una secuencia de HVR-L2 de SEQ ID NO:23 y una secuencia de HVR-L3 de
SEQ ID NO:24.

6. El antagonista de la uniéon a PD-L1 para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el
anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:25 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4.

7. El antagonista de la unién a PD-L1 para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el
individuo tiene cancer o se ha diagnosticado de cancer.

8. El antagonista de la union a PD-L1 para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que las
células cancerosas en el individuo expresan PD-L1.

9. El antagonista de la unién a PD-L1 para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que el nab-
paclitaxel y/o el carboplatino se administran antes que el antagonista de la unién a PD-L1, simultaneamente con el
antagonista de la unién a PD-L1 o después del antagonista de la unién a PD-L1.

10. El antagonista de la uniéon a PD-L1 para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que el
antagonista de la unién a PD-L1, el nab-paclitaxel y/o el carboplatino se administran por via intravenosa, intramuscular,
subcutanea, topica, oral, transdérmica, intraperitoneal, intraorbital, por implantacion, por inhalacion, por via intratecal,
intraventricular o intranasal.
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