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DESCRIPCION
Metilacion del promotor de PD-L1 en cancer
CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere a procedimientos de estratificaciéon de pacientes con cancer para el tratamiento con un
anticuerpo anti-PD-L1 determinando el nivel de metilacion en una region en direccion &' de la region promotora de PD-
L1 y/o en uno o mas sitios de CpG en el intrén 1 del PD-L1 en muestras que contienen células cancerosas de los
pacientes.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El PD-L1 se sobreexpresa en muchos tipos de cancer y a menudo se asocia con un mal pronéstico (Okazaki T et al.,
Intern. Immun. 2007 19(7):813) (Thompson RH et al., Cancer Res 2006, 66(7):3381). De forma interesante, la mayoria
de los linfocitos T infiltrantes de tumores expresan predominantemente PD-1, en contraste con 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 (Blood 2009
114(8): 1537). Esto se puede deber a la explotacion de la sefializacién de PD-L1 mediada por células tumorales que
expresan PD-L1 que interactian con los linfocitos T que expresan PD-1 para dar como resultado la atenuaciéon de la
activacion de los linfocitos T y la evasion de la vigilancia inmunoldgica (Sharpe et al., Nat Rev 2002) (Keir ME et al.,
2008 Annu. Rev. Immunol. 26:677). Por lo tanto, la inhibicién de la interaccién PD-L1/PD-1 puede potenciar la
destruccion de tumores mediada por linfocitos T CD8+.

Se han descrito anticuerpos anti-PD-L1 y sus usos en el tratamiento de neoplasias malignas (véase, por ejemplo,
Philips et al. (2015) Int Immunol 27, 39-461; Herbst et al. (2014) Nature 515, 563-567). Determinados pacientes tienen
resistencia primaria a los inhibidores de punto de control inmunitario (véase, por ejemplo, Taube et al. (2012) Sci
Transl Med. 4, 127; Sznol et al. (2014) Clin Cancer Res. 19.1021-34; y Gajewski et al. (2011) Curr Opin Immunol. 23:
286-92). Por tanto, sigue existiendo la necesidad de predecir la reactividad de los pacientes con cancer al tratamiento
con anticuerpos anti-PD-L1. El documento W02014/151006 divulga un procedimiento para predecir si es probable
que un sujeto con cancer responda al tratamiento con un anticuerpo anti-PD-L1 midiendo el nivel de expresion del
gen PD-L1. El documento W02015/035112 divulga que es mas probable que los pacientes con cancer tratados con
el agente desmetilante global AZA (es decir, 5-aza-2'-desoxicitidina) respondan al tratamiento posterior con un
anticuerpo anti-PD-L1, que muestra que el tratamiento con AZA regula por incremento la transcripcién de PD-L1 y los
niveles de proteina, y que la baja expresion de PD-L1 esta asociada con la resistencia al tratamiento anti-PD-L1.

BREVE SUMARIO DE LA INVENCION

En determinados modos de realizacidn, la invencion proporciona un anticuerpo anti-PD-L1 para su uso en el
tratamiento del cancer en un sujeto siempre que se haya encontrado que el sujeto tiene un nivel medio o bajo de
metilacion en la coordenada gendmica hg19 chr9:5449887-5449891 y/o en uno o mas sitios de CpG en la coordenada
gendémica hg19 chr9:5450934-5451072 en una muestra que contiene células cancerosas del sujeto, (i) en el que el
nivel medio de metilacién esta entre aproximadamente un 20 % a aproximadamente un 40 % de metilacion y en el
que el nivel bajo de metilacion es menor de aproximadamente un 20 % de metilacidn, donde el nivel de metilacién se
determina por secuenciacion con bisulfito, (ii) en el que el nivel medio de metilacion esta entre aproximadamente un
5 % a aproximadamente un 60 % de metilacion y en el que el nivel bajo de metilacion es menor de aproximadamente
un 5 % de metilacion, donde la metilacion se determina por secuenciacion de préoxima generacion con bisulfito, o (iii)
en el que el nivel medio de metilacion es un valor beta de entre aproximadamente 0,2 a 0,3 y en el que el nivel bajo
de metilacién es un valor beta menor de aproximadamente 0,2, donde el nivel de metilacion se determina usando una
matriz de chip de metilacion.

En determinados modos de realizacion, la invencion proporciona un procedimiento para predecir si es probable que
un sujeto con cancer responda al tratamiento con un anticuerpo anti-PD-L1 que comprende medir el nivel de metilacion
en la coordenada gendmica hg19 chr9:5449887-5449891 y/o en uno o mas sitios de CpG en la coordenada gendmica
hg19 chr9: 5450934-5451072 en una muestra que contiene células cancerosas del sujeto, en el que el nivel medio o
bajo de metilacion en hg19 chr9:5449887-5449891 y/o hg19 chr9: 5450934-5451072 en la muestra indica que es
probable que el sujeto responda al tratamiento, (i) en el que el nivel medio de metilacion esta entre aproximadamente
un 20 % a aproximadamente un 40 % de metilacion y en el que el nivel bajo de metilacion es menor de
aproximadamente un 20 % de metilacién, donde el nivel de metilacion se determina por secuenciacién con bisulfito,
(ii) en el que el nivel medio de metilacion esta entre aproximadamente un 5 % a aproximadamente un 60 % de
metilacion y en el que el nivel bajo de metilacion es menor de aproximadamente un 5 % de metilaciéon, donde la
metilacién se determina por secuenciacion de préxima generacion con bisulfito, o (iii) en el que el nivel medio de
metilacién es un valor beta de entre aproximadamente 0,2 a 0,3 y en el que el nivel bajo de metilacién es un valor beta
menor de aproximadamente 0,2, donde el nivel de metilacion se determina usando una matriz de chip de metilacion.

En algunos modos de realizacién de acuerdo con (o como se aplica a) cualquiera de los modos de realizacion
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anteriores, el sujeto tiene un nivel medio o bajo de metilaciéon en CpG1 en la region promotora de PD-L1 y en uno o
mas sitios de CpG en el intrén 1 del gen PD-L1. En algunos modos de realizacion de acuerdo con (o como se aplica
a) cualquiera de los modos de realizacion anteriores, el nivel de metilacién se determina mediante secuenciacién con
bisulfito. En algunos modos de realizacién de acuerdo con (o como se aplica a) cualquiera de los modos de realizaciéon
anteriores, el nivel de metilacion se determina mediante secuenciacion de préxima generacion con bisulfito. En
algunos modos de realizaciéon de acuerdo con (o0 como se aplica a) cualquiera de los modos de realizacién anteriores,
el nivel de metilacién se determina usando una matriz de chip de metilacién. En algunos modos de realizacion de
acuerdo con (o como se aplica a) cualquiera de los modos de realizacion anteriores, la muestra del sujeto muestra
pruebas de infiltracién de células inmunitarias. En algunos modos de realizacion de acuerdo con (o como se aplica a)
cualquiera de los modos de realizacién anteriores, las pruebas de infiltraciéon de células inmunitarias estan indicadas
por linfocitos CD8* detectados por medio de inmunoelectrotransferencia, ELISA, citometria de flujo, gPCR, qRT-PCR,
perfil de transcriptoma, analisis de micromatriz o secuenciacion de proxima generacion.

En algunos modos de realizacién de acuerdo con (o como se aplica a) cualquiera de los modos de realizacion
anteriores, un nivel medio de metilacion como se determina por secuenciacion con bisulfito estd entre
aproximadamente un 20 % y aproximadamente un 40 % de metilacion. En algunos modos de realizacion de acuerdo
con (o como se aplica a) cualquiera de los modos de realizacion anteriores, un nivel bajo de metilacién como se
determina por secuenciacion con bisulfito es menor de aproximadamente un 20 % de metilacion.

En algunos modos de realizacién de acuerdo con (o como se aplica a) cualquiera de los modos de realizacion
anteriores, un nivel medio de metilacion como se determina por secuenciacion de préxima generacion con bisulfito
esta entre aproximadamente un 5 % y aproximadamente un 60 % de metilacion. En algunos modos de realizacion de
acuerdo con (o como se aplica a) cualquiera de los modos de realizacidn anteriores, un nivel bajo de metilacion como
se determina por secuenciacion de proxima generacién con bisulfito es menor de aproximadamente un 5 % de
metilacion.

En algunos modos de realizacion de acuerdo con (o como se aplica a) cualquiera de los modos de realizacion
anteriores, un nivel medio de metilacion como se determina por la matriz de chip de metilaciéon es un valor beta de
entre aproximadamente 0,2 y aproximadamente 0,3. En algunos modos de realizacion de acuerdo con (0 como se
aplica a) cualquiera de los modos de realizacién anteriores, un nivel bajo de metilacion como se determina por la
matriz de chip de metilacion es un valor beta menor de aproximadamente 0,2.

En algunos modos de realizacion de acuerdo con (o como se aplica a) cualquiera de los modos de realizacion
anteriores, el cancer es cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de vejiga o melanoma. En algunos modos de
realizacién de acuerdo con (o como se aplica a) cualquiera de los modos de realizacidn anteriores, el cancer es cancer
de pulmén, y en los que el cancer de pulmén es un carcinoma de pulmén no microcitico, carcinoma de pulmoén de
células escamosas o adenocarcinoma de pulmon.

En algunos modos de realizacién de acuerdo con (0 como se aplica a) cualquiera de los modos de realizacion
anteriores, el anticuerpo anti-PD-L1 inhibe la unién de PD-L1 a PD-1. En algunos modos de realizaciéon de acuerdo
con (o como se aplica a) cualquiera de los modos de realizacidn anteriores, el anticuerpo anti-PD-L1 inhibe la unién
de PD-L1 a B7-1. En algunos modos de realizacion de acuerdo con (o como se aplica a) cualquiera de los modos de
realizacién anteriores, el anticuerpo anti-PD-L1 inhibe la unién de PD-L1 tanto a PD-1 como a B7-1. En algunos modos
de realizacion de acuerdo con (0 como se aplica a) cualquiera de los modos de realizacion anteriores, el anticuerpo
anti-PD-L1 es un anticuerpo monoclonal. En algunos modos de realizacion de acuerdo con (0 como se aplica a)
cualquiera de los modos de realizacion anteriores, 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 algunos modos de realizaciéon
de acuerdo con (o como se aplica a) cualquiera de los modos de realizacion anteriores, el anticuerpo anti-PD-L1 es
un anticuerpo humanizado o un anticuerpo humano. En algunos modos de realizacién de acuerdo con (o0 como se
aplica a) cualquiera de los modos de realizacion anteriores, el anticuerpo anti-PD-L1 se selecciona del grupo que
consiste en: YW243.55.S70, MPDL3280A, MDX-1105y MED14736. En algunos modos de realizacion de acuerdo con
(o como se aplica a) cualquiera de los modos de realizacion anteriores, el anticuerpo anti-PD-L1 comprende una
cadena pesada que comprende la secuencia de HVR-H1 de SEQ ID NO: 15, la secuencia de HVR-H2 de SEQ ID NO:
16 y la secuencia de HVR-H3 de SEQ ID NO: 3; y una cadena ligera que comprende la secuencia de HVR-L1 de SEQ
ID NO: 17, la secuencia de HVR-L2 de SEQ ID NO: 18 y la secuencia de HVR-L3 de SEQ ID NO: 19. En algunos
modos de realizacion de acuerdo con (0 como se aplica a) cualquiera de los modos de realizacién anteriores, el
anticuerpo anti-PD-L1 comprende una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 24 y la region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 21.

En algunos modos de realizacion, la divulgacion proporciona un articulo de fabricacion que comprende, envasados
conjuntamente, una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-PD-L1 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y un marcador que indica que el anticuerpo anti-PD-L1 o la composicidon farmacéutica
esta indicado para tratar sujetos con cancer que tienen un nivel medio o bajo de metilacién en CpG1 en la regidn
promotora de PD-L1 y/o en uno o mas sitios de CpG en el intron 1 del gen PD-L1 en una muestra que contiene células
cancerosas del sujeto.
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En algunos modos de realizacién, la invencion proporciona el uso de un kit que comprende reactivos para medir el
nivel de metilacion en la coordenada gendmica hg19 chr9: 5449887-544989 y/o en uno o mas sitios de CpG en la
coordenada gendmica hg19 chr9: 5450934-5451072 en una muestra que contiene células cancerosas del sujeto.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 muestra niveles de expresién de PD-L1 y mapas de calor de metilacién del promotor de PD-L1 para 91
lineas celulares de carcinoma de pulmén no microcitico (NSCLC).

La FIG. 2A muestra los resultados de un andlisis que correlaciona la expresion de ARN de PD-L1 y la metilacion del
promotor de PD-L1 en una coleccion de tumores de adenocarcinoma de pulmén del Atlas del genoma del cancer.

La FIG. 2B muestra los resultados de un andlisis que correlaciona la expresion de ARN de PD-L1 y la metilacion del
promotor de PD-L1 en una coleccion de tumores de carcinoma de pulmon de células escamosas del Atlas del genoma
del cancer.

La FIG. 2C muestra los resultados de un analisis que correlaciona la expresion de ARN de PD-L1 y la metilacion del
promotor de PD-L1 en una coleccion de tumores de cancer de mama del Atlas del genoma del cancer.

La FIG. 2D muestra los resultados de un analisis que correlaciona la expresion de ARN de PD-L1 y la metilacion del
promotor de PD-L1 en una coleccion de tumores de carcinoma de piel del Atlas del genoma del cancer.

La FIG. 3 muestra los resultados de experimentos realizados para evaluar los efectos del tratamiento con 5aza-dC,
TSA, IFNg o 5aza-dC + TSA + IFNg sobre la expresion de ARN de PD-L1 en 5 lineas celulares de cancer de pulmén
(es decir, H661, LXFL529, A427, H2073, H322T y H1993).

La FIG. 4A muestra los resultados de experimentos realizados para evaluar el efecto del tratamiento con IFNg sobre
la expresion de ARN y proteina PD-L1 en cuatro lineas celulares diferentes de cancer de pulmon (A427, H292, H322T
y H358).

La FIG. 4B muestra los resultados de experimentos realizados para determinar el efecto del tratamiento con IFNg de
30 minutos y el tratamiento con IFNg de 24 horas en la via de sefalizacion de IFNg/JAK/STAT en las lineas celulares
A427, H292, H322T y H358.

La FIG. 4C muestra los resultados de experimentos realizados para determinar los efectos del tratamiento con IFNg
y/o la atenuacion de STAT1 y STAT3 sobre la expresion de STAT1, STAT3 y PD-L1 en A427 y H358.

La FIG. 5A muestra una superposicion de datos de secuenciacién con bisulfito en mapas de posibles sitios de
metilacion de CpG para subconjuntos de células mononucleares de sangre periférica.

La FIG. 5B muestra una superposicién de datos de secuenciacién con bisulfito en mapas de posibles sitios de
metilacion de CpG para lineas celulares de pulmén normales inmortalizadas y lineas celulares de cancer de pulmon
de NSCLC que tienen niveles de metilacion altos, medios o bajos en la region promotora de PD-L1.

La FIG. 6A muestra una curva de dispersion que se cred a partir del Proyecto del genoma del cancer (CGP) de lineas
celulares de NSCLC que compara directamente la metilacion suavizada de CpG1 y CpG5 (valor M) en el eje Xy la
expresion de PD-L1 (sec-ARN, recuento log2) en el eje Y.

La FIG. 6B muestra los resultados de los analisis ANOVA realizados para determinar la relevancia estadistica de los

3 grupos de niveles de metilacion (es decir, "bajo", "medio" y "alto") en los que se clasificaron las lineas celulares de
NSCLC de la FIG. 6A.

La FIG. 6C muestra los resultados de los analisis ANOVA que se realizaron para determinar la relevancia estadistica
del efecto del tratamiento con 5aza-dC sobre la expresion de ARN de PD-L1 en las lineas celulares de NSCLC de la
FIG. 6A.

La FIG. 6D muestra los resultados de experimentos que se realizaron para determinar el efecto del tratamiento con
5aza-dC sobre la expresion de ARN de PD-L1 en las lineas celulares de NSCLC enlazadas H1993 y H2073.

La FIG. 7A muestra los resultados de los analisis ANOVA realizados para determinar la relevancia estadistica de la
relacion entre la infiltracion de linfocitos T, la metilacion en CpG5 (mut7) y niveles de proteina PD-L1 en lineas celulares
de NSCLC.

La FIG. 7B muestra los resultados de los analisis ANOVA realizados para determinar la relevancia estadistica de la
relacion entre la infiltracion de linfocitos T, la metilacion en CpG5 (mut7) y niveles de transcrito de PD-L1 en lineas
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celulares de NSCLC.

La FIG. 8 proporciona archivos .bed que se muestran en el IgV Integrated Genomics Viewer (Broad Institute). Los
archivos .bed proporcionan los resultados de los experimentos ChIP-Seq realizados para determinar si STAT1 y/o
STAT3 se unen a la regién promotora de PD-L1 en las lineas celulares A427 y H358.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
I. Técnicas generales

Las técnicas y los procedimientos descritos o referenciados en el presente documento en general se comprenden bien
y se emplean comunmente usando una metodologia convencional por los expertos en la técnica, tales como, por
ejemplo, las metodologias ampliamente utilizadas descritas en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual 3.2 edicién (2001) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.; Current Protocols in
Molecular Biology (F.M. Ausubel, et al. eds., (2003)); la serie Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.): PCR 2:
A Practical Approach (M.J. MacPherson, B.D. Hames y G.R. Taylor eds. (1995)), Harlow y Lane, eds. (1988)
Antibodies, A Laboratory Manual, and Animal Cell Culture (R.l. Freshney, ed. (1987)); Oligonucleotide Synthesis (M.J.
Gait, ed., 1984); Methods in Molecular Biology, Humana Press; Cell Biology: A Laboratory Notebook (J.E. Cellis, ed.,
1998) Academic Press; Animal Cell Culture (R.l. Freshney), ed., 1987); Introduction to Cell and Tissue Culture (J.P.
Mather y P.E. Roberts, 1998) Plenum Press; Cell and Tissue Culture: Laboratory Procedures (A. Doyle, J.B. Griffiths
y D.G. Newell, eds., 1993-8) J. Wiley and Sons; Handbook of Experimental Immunology (D.M. Weir y C.C. Blackwell,
eds.); Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (J.M. Miller y M.P. Calos, eds., 1987); PCR: The Polymerase Chain
Reaction, (Mullis et al., eds., 1994); Current Protocols in Immunology (J.E. Coligan et al., eds., 1991); Short Protocols
in Molecular Biology (Wiley and Sons, 1999); Immunobiology (C.A. Janeway y P. Travers, 1997); Antibodies (P. Finch,
1997); Antibodies: A Practical Approach (D. Catty., ed., IRL Press, 1988-1989); Monoclonal Antibodies: A Practical
Approach (P. Shepherd y C. Dean, eds., Oxford University Press, 2000); Using Antibodies: A Laboratory Manual (E.
Harlow y D. Lane (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999); The Antibodies (M. Zanetti y J. D. Capra, eds.,
Harwood Academic Publishers, 1995); y Cancer: Principles and Practice of Oncology (V.T. DeVita et al., eds., J.B.
Lippincott Company, 1993).

Il. Definiciones

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 progresién de la enfermedad, mejorar o paliar el
estado de la enfermedad, y la remisidon o mejora del pronéstico. 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, "en base a" incluye (1) evaluar, determinar o medir las caracteristicas del
paciente como se describe en el presente documento (y preferentemente seleccionar un paciente adecuado para
recibir tratamiento; y (2) administrar el/los tratamiento(s) como se describe en el presente documento.

Un "sujeto”, "paciente” o un "individuo" para propdsitos de tratamiento se refiere a cualquier animal clasificado como
un mamifero, incluyendo seres humanos, animales domésticos y de granja y animales de zooldgico, para la practica
de deportes 0 mascotas, tales como perros, caballos, gatos, ganado bovino, etc. Preferentemente, el mamifero es un
ser humano.

Como se usa en el presente documento, "retrasar la progresiéon 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, un retraso suficiente o significativo puede, en efecto, 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 medibles de
un trastorno particular. Una cantidad eficaz en el presente documento puede variar de acuerdo con factores tales
como el estado de la enfermedad, edad, sexo y peso del paciente, y la capacidad del anticuerpo para provocar una
respuesta deseada en el individuo. Una cantidad eficaz también es una en la que cualquier efecto tdxico o perjudicial
del tratamiento se compensa con los efectos terapéuticamente beneficiosos. Para uso profilactico, los resultados
beneficiosos o deseados incluyen resultados tales como eliminar o reducir el riesgo, disminuir la gravedad o retrasar
la apariciéon de la enfermedad, incluyendo los sintomas bioquimicos, histolégicos y/o de comportamiento de la
enfermedad, sus complicaciones y fenotipos patolégicos intermedios que se presentan durante el desarrollo de la
enfermedad. Para uso terapéutico, los resultados beneficiosos o deseados incluyen resultados clinicos tales como la
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disminucion de uno o mas sintomas que resultan de la enfermedad, el incremento de la calidad de vida de los que
padecen la enfermedad, la disminucién de la dosis de otros medicamentos requeridos para tratar la enfermedad, la
potenciacion del efecto de otro medicamento, tal como por medio de la seleccion como diana, el retraso de la
progresion de la enfermedad y/o la prolongacion de la supervivencia. En el caso de cancer o tumor, una cantidad
eficaz del farmaco puede reducir el numero de células cancerosas; reducir el tamafio 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 propdsitos de la presente invencion,
una cantidad eficaz de farmaco, compuesto o composicion farmacéutica es una cantidad suficiente para conseguir un
tratamiento profilactico o terapéutico directa o 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
0 composicién farmacéutica. Por tanto, se puede considerar una "cantidad eficaz" en el contexto de la administracion
de uno 0 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.

Los términos "trastorno proliferativo celular" y "trastorno proliferativo” se refieren a trastornos que se asocian con algun
grado de proliferacién celular anémala. En un modo de realizacion, el trastorno proliferativo celular es cancer. En un
modo de realizacion, el trastorno proliferativo celular es un tumor.

"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 fisiologica en los mamiferos que se
caracteriza tipicamente por un crecimiento celular no regulado. Ejemplos de céncer incluyen, pero no se limitan a,
carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma, leucemia o una neoplasia maligna linfatica, cancer de células escamosas (por
ejemplo, cancer de células escamosas epiteliales), cancer del peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrico o de
estémago (tal como cancer gastrointestinal y cancer gastrointestinal del estroma), cancer de pancreas, glioblastoma,
cancer de cuello uterino, cancer de ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, cancer de las vias urinarias, hepatoma,
cancer de colon, cancer rectal, cancer colorrectal (CRC), carcinoma endometrial o uterino, carcinoma de glandulas
salivales, cancer de riién o renal, cancer de préstata, cancer de vulva, cancer de tiroides, carcinoma hepatico,
carcinoma anal, carcinoma peniano, mieloma multiple y linfoma de linfocitos B (tal como linfoma no hodgkiniano (LNH)
folicular/de grado bajo, LNH linfocitico pequefio (LP), LNH folicular/de grado intermedio, 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 voluminoso, linfoma de células de manto, linfoma relacionado con el sida, y macroglobulinemia de
Waldenstrom), leucemia linfocitica crénica (LLC), leucemia linfocitica aguda (LLA), leucemia de células pilosas,
leucemia mieloblastica crénica y trastorno linfoproliferativo postrasplante (TLPT), asi como proliferacion vascular
andémala asociada con facomatosis, edema (tal como el asociado con tumores cerebrales), el sindrome de Meigs,
cancer cerebral, asi como cancer de cabeza y cuello, sarcoma de tejidos blandos, sarcoma de Kaposi, carcinoma
carcinoide y mesotelioma, glioblastoma, neuroblastomas y metastasis asociadas. Otros ejemplos de cancer incluyen,
pero no se limitan a, cancer de mama (tal como carcinoma de mama), cancer de pulmén (tal como carcinoma de
pulmoén microcitico, carcinoma de pulmén no microcitico, adenocarcinoma del pulmén y carcinoma de células
escamosas del pulmén) y cancer de piel (tal como melanoma, melanoma de propagacion superficial, melanoma lentigo
maligno, melanomas lentiginosos acrales, melanomas nodulares y carcinoma de piel), incluyendo formas
metastasicas de esos canceres.

"Muestra", como se usa en el presente documento, se refiere a una composiciéon que se obtiene o deriva de un sujeto
de interés que contiene una entidad celular y/u otra entidad molecular que se debe caracterizar y/o identificar, por
ejemplo, en base a caracteristicas fisicas, bioquimicas, quimicas y/o fisioldgicas. Por ejemplo, la expresion "muestra
de enfermedad" y variaciones de la misma se refiere a cualquier muestra obtenida de un sujeto de interés que se
esperaria o se sabe que contiene la entidad celular y/o molecular que se va a caracterizar. Una muestra puede ser
una muestra biologica (tal como una muestra bioldgica ex vivo) de tejido o liquido bioldgico que contiene células
cancerosas y/o células tumorales del sujeto del que se pueden aislar acidos nucleicos (tales como polinucleétidos,
por ejemplo, ADN genémico y/o transcritos) y/o polipéptidos. Dichas muestras son tipicamente de un sujeto humano,
pero incluyen tejidos aislados de otros sujetos (como cualquier animal clasificado como mamifero, como se describe
en otra parte del presente documento). Las muestras también pueden incluir secciones de tejidos tales como muestras
de biopsias y autopsias, secciones congeladas tomadas con propésitos histolégicos. Las muestras pueden incluir
muestras recién extraidas del sujeto o muestras de tejido conservadas, tales como muestras incluidas en parafina
fijadas con formol (FFPE). Las muestras también incluyen explantes y cultivos celulares primarios y/o transformados
derivados de tejidos de pacientes.

Por "muestra tisular o celular" se entiende una colecciéon de células similares obtenidas de un tejido de un sujeto o
paciente. La fuente del tejido o la muestra celular puede ser un tejido sélido como de una muestra o biopsia o aspirado
de drgano o tejido recién extraido, congelado y/o conservado; sangre o cualquier componente de la sangre; liquidos
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corporales tales como el liquido cefalorraquideo, liquido amniético, liquido peritoneal o liquido intersticial; células de
cualquier época en gestacion o desarrollo del sujeto. La muestra tisular también puede ser lineas celulares o células
primarias o cultivadas. Opcionalmente, la muestra tisular o celular se obtiene de un tejido/6rgano de enfermedad. La
muestra tisular puede contener compuestos que no se mezclen de forma natural con el tejido en la naturaleza, tales
como conservantes, anticoagulantes, tampones, fijadores, nutrientes, antibiéticos o similares.

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, isdtopos radiactivos (por ejemplo, At?'1, 1131 1125 Y90,
Re'86, Re'88 Sm'53, Bi?'2, P32, Pb2'2 y |os is6topos 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 pequefia 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
antimicrotubulos, complejos de coordinaciéon de platino, agentes alquilantes, agentes antibiéticos, inhibidores de la
topoisomerasa I, antimetabolitos, inhibidores de la topoisomerasa |, hormonas y analogos hormonales, inhibidores de
la via de transduccidon de sefales, inhibidores de angiogénesis de tirosina cinasas no receptoras, agentes
inmunoterapicos, agentes proapoptéticos, inhibidores de LDH-A, inhibidores de la biosintesis de &cidos grasos,
inhibidores de sefializacion del ciclo celular, inhibidores de HDAC, inhibidores del complejo endopeptidasico
multicatalitico e inhibidores del metabolismo del cancer. En un modo de realizacion, el agente citotéxico es un taxano.
En un modo de realizacion, el taxano es paclitaxel o docetaxel. En un modo de realizacion, el agente citotoxico es un
agente de platino. En un modo de realizacion, el agente citotdoxico es un antagonista de EGFR. En un modo de
realizaciéon, el antagonista de EGFR es N-(3-etinilfenil)-6,7-bis(2-metoxietoxi)quinazolin-4-amina (por ejemplo,
erlotinib). En un modo de realizacion, el agente citotdxico es un inhibidor de RAF. En un modo de realizacion, el
inhibidor de RAF es un inhibidor de BRAF y/o CRAF. En un modo de realizacion, el inhibidor de RAF es vemurafenib.
En un modo de realizacion, el agente citotéxico es un inhibidor de PI3K.

El "agente quimioterapico" se refiere a un compuesto util 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 dehidrogenasa 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 (sirolimus, 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, trietienomelamina,
trietilenofosforamida, ftrietilenotiofosforamida 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, acido valproico, mocetinostat dolastatina;
aldesleucina, 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 o&xido 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. 1994
33:183-186); dinemicina, incluyendo dinemicina A; bisfosfonatos, tales como clodronato; una esperamicina; asi como
el croméforo neocarzinostatina y cromoéforos de antibidticos enodiinos de cromoproteinas relacionados),
aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, caminomicina,
carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, ADRIAMYCIN®
(doxorrubicina), morfolinodoxorrubicina, cianomorfolinodoxorrubicina, 2-pirrolinodoxorrubicina y desoxidoxorrubicina,
epirrubicina, esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina, mitomicinas, tales como mitomicina C, acido micofendlico,
nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, porfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorrubicina, estreptonigrina,
estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorrubicina; antimetabolitos, tales como metotrexato y 5-
fluorouracilo (5-FU); andlogos de acido fdlico, tales como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato;
analogos de purina, tales como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina, tales
como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina;
andrégenos, tales como calusterona, propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona;
antiadrenales, tales como aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reponedor de acido félico, tal como acido frolinico;
aceglatona; glucésido de aldofosfamida; acido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno;
edatraxato; defofamina; demecolcina; diaziquona; elfomitina; acetato de eliptinio; una epotilona; etoglucido; nitrato de
galio; hidroxiurea; lentinano; lonidamina; maitansinoides, tales como maitansina y ansamitocinas; mitoguazona;
mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina; pentostatina; phenamet, pirarrubicina; losoxantrona; acido podofilinico; 2-
etilhidracida; procarbacina; complejo de polisacarido PSK® (JHS Natural Products, Eugene, Oreg.); razoxano; rizoxina;
sizofiran; espirogermanio; acido tenuazoénico; triaziquona; 2,2',2"-triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente
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toxina T-2, verracurina A, roridina A y anguidina); uretano, vindesina; dacarbacina; manomustina; mitobronitol;
mitolactol; pipobroman; gacitosina; arabinodsido ("Ara-C"); ciclofosfamida; tiotepa; taxoides, por ejemplo, TAXOL
(paclitaxel; Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N.J.), ABRAXANE® (sin Cremophor), formulaciones de
nanoparticulas genomanipuladas con albumina de paclitaxel (American Pharmaceutical Partners, Schaumberg, Il1.) y
TAXOTERE® (docetaxel, doxetaxel; Sanofi-Aventis); clorambucilo, GEMZAR® (gemcitabina); 6-tioguanina;
mercaptopurina; metotrexato; analogos de platino, tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina; agentes a base
de platino, etoposido (VP-16); ifosfamida; capecitabina; mitoxantrona; vincristina; NAVELBINE® (vinorelbina);
novantrona; teniposido; edatrexato; daunomicina; aminopterina; capecitabina (XELODA®); ibandronato; CPT-11;
inhibidor de topoisomerasa RFS 2000; difluorometilornitina (DMFO); retinoides, tales como acido retinoico; y sales,
acidos y derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.

En esta definicion también se incluye (i) agentes antihormonales que actian para regular o inhibir la accion de las
hormonas sobre tumores, tales como antiestrégenos y moduladores selectivos del receptor estrogénico (MSRE),
incluyendo, por ejemplo, tamoxifeno (incluyendo NOLVADEX®; citrato de tamoxifeno), raloxifeno, droloxifeno,
yodoxifeno, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, ceoxifeno, LY117018, onapristona y FARESTON® (citrato de toremifina);
(i) inhibidores de aromatasa que inhiben la enzima aromatasa, que regula la produccién 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) antiandrogenos, tales como flutamida, nilutamida, bicalutamida,
leuprorrelina y goserelina; buserelina, tripterelina, acetato de medroxiprogesterona, dietilestilbestrol, premarina,
fluoximesterona, todo el acido transretinoico, fenretinida, asi como troxacitabina (un analogo de 1,3-dioxolano
nucleodsido citosina); (iv) inhibidores de proteina cinasa; (v) inhibidores de lipido cinasa; (vi) oligonucledtidos
antisentido, en particular, aquellos que inhiben la expresidon de genes en vias de sefalizacion implicadas en la
proliferacion de células anémalas, tales como, por ejemplo, PKC-alfa, Ralf y H-Ras; (vii) ribocimas, tales como
inhibidores de la expresién de VEGF (por ejemplo, ANGIOZYME®) e inhibidores de la expresion de HERZ2; (viii)
vacunas, tales como vacunas para el tratamiento génico, por ejemplo, ALLOVECTIN®, LEUVECTIN® y VAXID®;
PROLEUKIN®, rIL-2; un inhibidor de topoisomerasa 1, tal como LURTOTECAN®; ABARELIX® rmRH; y (ix) sales,
acidos y derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.

El agente quimioterapico también incluye 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 anticuerpo-farmaco gemtuzumab ozogamicina (MYLOTARG®, Wyeth).
Los anticuerpos monoclonales humanizados adicionales con potencial terapéutico como agentes en combinacion con
los compuestos de la invencion 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, resyvizumab,
rovelizumab, ruplizumab, sibrotuzumab, siplizumab, sontuzumab, tacatuzumab tetraxetano, tadocizumab, talizumab,
tefibazumab, tocilizumab, toralizumab, tucotuzumab celmoleucina, tucusituzumab, umavizumab, urtoxazumab,
ustekinumab, visilizumab, y el anti-interleucina 12 (ABT-874/J695, Wyeth Research and Abbott Laboratories), que es
un anticuerpo IgG1 A de longitud completa de secuencia exclusivamente humana recombinante genéticamente
modificado para reconocer la proteina p40 de interleucina 12.

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 un modo de realizacion, el agente
inhibidor del crecimiento es un anticuerpo inhibidor del crecimiento que previene o reduce la proliferaciéon de una célula
que expresa un antigeno al que se une el anticuerpo. En otro modo de realizacion, 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 interrupcion de G1 y la interrupcién de la fase M. Los bloqueantes de fase M clasicos
incluyen las vincas (vincristina y vinblastina), taxanos e inhibidores de la topoisomerasa |l tales como doxorubicina,
epirubicina, daunorubicina, etopdsido y bleomicina. Estos agentes que interrumpen la G1 también actdan
extendiéndose a la interrupcion 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 informacién 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, p. 13. Los
taxanos (paclitaxel y docetaxel) son farmacos antineoplasicos derivados ambos del arbol del tejo. Docetaxel
(TAXOTERE®, Rhone-Poulenc Rorer), derivado del tejo europeo, es un analogo semisintético de paclitaxel (TAXOL®,
Bristol-Myers Squibb). Paclitaxel y docetaxel promueven el ensamblaje de microtubulos a partir de dimeros de tubulina
y estabilizan los microtibulos previniendo la despolimerizacion, lo que da como resultado la inhibicién de mitosis en
células.

El término "anticuerpo" en el presente documento se usa en el sentido mas amplio y cubre especificamente
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anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos
biespecificos) formados a partir de al menos dos anticuerpos intactos y fragmentos de anticuerpo, siempre que
presenten la actividad bioldgica deseada.

El término "anticuerpo anti-PD-L1" como se usa en el presente documento se refiere a un anticuerpo antagonista que
disminuye, bloquea, inhibe, anula o interfiere en la transduccion de sefiales que resulta de la interaccion de PD-L1
con uno o bien mas de sus comparferos de union, tales como PD-1, B7-1. En algunos modos de realizacién, un
anticuerpo anti-PD-L1 es un anticuerpo que inhibe la uniéon de PD-L1 a sus compafieros de uniéon. En un aspecto
especifico, el anticuerpo anti-PD-L1 inhibe la unién de PD-L1 a PD-1 y/o B7-1. En algunos modos de realizacion, el
anticuerpo anti-PD-L1 incluye fragmentos de unién a antigeno de los mismos que disminuyen, bloquean, inhiben,
anulan o interfieren en la transduccion de sefiales resultante de la interaccion de PD-L1 con uno o méas de sus
compafieros de union, tales como PD-1, B7-1. En un modo de realizacién, un anticuerpo anti-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 que un linfocito T disfuncional sea menos disfuncional (por ejemplo,
potenciando las respuestas efectoras al reconocimiento de antigenos). En un modo de realizacién, un anticuerpo anti-
PD-L1 es YW243.55.S70 descrito en el presente documento. En otro modo de realizacién, un anticuerpo anti-PD-L1
es MDX-1105 descrito en el presente documento. En otro modo de realizacién, un anticuerpo anti-PD-L1 es
MPDL3280A descrito en el presente documento. En otro modo de realizacién, un anticuerpo anti-PD-L1 es MEDI4736
descrito en el presente documento.

Un anticuerpo "de bloqueo" o un anticuerpo "antagonista" es uno que inhibe o reduce la actividad bioldgica del
antigeno al que se une. En algunos modos de realizacion, los anticuerpos de bloqueo o anticuerpos antagonistas
inhiben sustancial o completamente la actividad biolégica del antigeno. Los anticuerpos anti-PD-L1 de la invencion
bloquean la sefalizacién a través de PD-1.

Como se usa en el presente documento, los términos "se une", "se une especificamente a" o "es especifico para" se
refieren a interacciones medibles y reproducibles, tales como la unién entre una diana y un anticuerpo, lo 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 a 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
duracion que con la que se une a otras dianas. En un modo de realizacion, el grado de unién de un anticuerpo a una
diana no relacionada es menor de aproximadamente un 10 % de la unién del anticuerpo a la diana medida, por
ejemplo, mediante un radioinmunoanalisis (RIA). En determinados modos de realizacién, un anticuerpo que se une
especificamente a una diana tiene una constante de disociacion (Kd) de <1 yM, <100 nM, <10 nM, <1 nMo0<0,1 nM.
En determinados modos de realizacién, un anticuerpo se une especificamente a un epitopo en una proteina que se
conserva entre la proteina de diferentes especies. En otro modo de realizacion, la unién especifica puede incluir, pero
no requiere, una union exclusiva.

Los "fragmentos de anticuerpo" comprenden una parte de un anticuerpo intacto, que comprende preferentemente la
region de unién a antigeno del mismo. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos Fab, Fab',
F(ab")2 y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo de cadena simple; y anticuerpos
multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo.

Los términos "anticuerpo de longitud completa”, "anticuerpo intacto" y "anticuerpo completo" se usan en el presente
documento de manera intercambiable para hacer referencia a un anticuerpo en su forma sustancialmente intacta, no
a fragmentos de anticuerpo como se define a continuacion. Los términos se refieren en particular a un anticuerpo con
cadenas pesadas que contienen una region Fc.

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 los usos en la
investigacion, en el diagndstico o terapéuticos para el anticuerpo, y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos
proteinicos o no proteinicos. En algunos modos de realizacién, un anticuerpo se purifica (1) hasta mas de un 95 % en
peso de anticuerpo como se determina, por ejemplo, por el procedimiento de Lowry, y en algunos modos de
realizacién, 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 por el uso, por ejemplo, de un secuenciador de vaso giratorio o (3)
hasta homogeneidad por SDS-PAGE en condiciones reductoras o no reductoras usando, por ejemplo, tincién con azul
de Coomassie o plata. El 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, el
anticuerpo aislado se preparara mediante 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 nUmero 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 (Vn)
seguido de una serie de dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable en un extremo (VL) y un
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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 superficie de contacto entre los dominios
variables de la cadena ligera y de la cadena pesada.

El término "variable" se refiere al hecho de que determinadas partes de los dominios variables difieren extensamente
en secuencia entre anticuerpos y se usan en la union 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 llamados regiones hipervariables, tanto en los dominios variables de la cadena ligera
como de la cadena pesada. Las partes mas altamente conservadas de los dominios variables se llaman regiones
estructurales (FR). Los dominios variables de las cadenas pesada y ligera naturales comprenden cada uno cuatro FR,
que adoptan en gran medida una configuracién de lamina B, conectadas mediante tres regiones hipervariables que
forman bucles que conectan y, en algunos casos, forman parte de, la estructura de lamina (. Las regiones
hipervariables en cada cadena se mantienen unidas en estrecha proximidad por las FR y, con las regiones
hipervariables de la otra cadena, contribuyen a la formacién del sitio de unién a antigeno de los anticuerpos (véase
Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed. Public Health Service, National Institutes 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 participacion del anticuerpo en
la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC).

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

"Fv" es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un sitio de reconocimiento de antigeno y de union a antigeno
completo. Esta region consiste en un dimero de un dominio variable de una cadena pesada y de una cadena ligera
en estrecha asociacion no covalente. Es en esta configuracion en la que las tres regiones hipervariables de cada
dominio variable interactuan para definir un sitio de unién a antigeno en la superficie del dimero Vu-VL. Conjuntamente,
las seis regiones hipervariables confieren especificidad de unién a antigeno al anticuerpo. Sin embargo, incluso un
dominio variable unico (o la mitad de un Fv que comprenda solo tres regiones hipervariables especificas para un
antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse al antigeno, aunque con una afinidad mas baja que todo el sitio de
union.

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

Se pueden asignar las "cadenas ligeras" de los anticuerpos (inmunoglobulinas) de cualquier especie de vertebrado a
uno de dos tipos claramente distintos, llamados kappa (k) y lambda (A), en base a las secuencias de aminoacidos de
sus dominios constantes.

Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, los anticuerpos se
pueden asignar a diferentes clases o isotipos. Existen cinco clases principales de anticuerpos intactos: IgA, IgD, IgE,
IgG e IgM, y varias de ellas se pueden dividir, ademas, en subclases (isotipos), p.gj., IgG1, 19G2, IgG3, IgG4, IgA e
IgA2. Los dominios constantes de la cadena pesada que se corresponden con las diferentes clases de anticuerpos se
llaman q, o, €, y y M, respectivamente. Las estructuras de subunidades y configuraciones tridimensionales de las
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
fusién mas grande, formada por asociacion covalente o no covalente del anticuerpo con una o mas de otras proteinas
0 péptidos.

Los fragmentos de anticuerpo "Fv monocatenario" o "scFv" comprenden los dominios Vu y Vi del anticuerpo, en los
que estos dominios estan presentes en una Unica cadena polipeptidica. En algunos modos de realizacion, el
polipéptido de Fv comprende ademas un conector polipeptidico entre los dominios V1 y VL que posibilita que scFv
forme la estructura deseada para la unién a antigeno. Para una revision de los scFv, véase Pluckthun, en The
Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., Springer-Verlag, Nueva York, pags. 269-
315 (1994).

El término "diacuerpos" se refiere a pequefios fragmentos de anticuerpo con dos sitios de unién a antigeno,

comprendiendo los fragmentos un dominio variable de la cadena pesada (VH) conectado con un dominio variable de
la cadena ligera (VL) en la misma cadena de polipéptido (VH - VL). Usando un conector que sea demasiado corto para
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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 unién a antigeno. Los diacuerpos se describen
mas completamente, por ejemplo, en el documento EP 404.097; documento WO 93/11161; y Hollinger et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993).

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, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden
la poblacion son idénticos y/o se unen al mismo epitopo, excepto las posibles variantes que puedan surgir durante la
produccién del anticuerpo monoclonal, estando en general presentes dichas variantes en cantidades menores. A
diferencia de las preparaciones de anticuerpos policlonales que tipicamente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos
frente a diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal se dirige frente a un Unico determinante en
el antigeno. Ademas de su especificidad, los anticuerpos monoclonales son ventajosos en tanto que no estan
contaminados por otras inmunoglobulinas. El modificador "monoclonal” indica el caracter del anticuerpo que se obtiene
de una poblacion sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no se debe interpretar que requiere la produccioén del
anticuerpo mediante ningun procedimiento particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que se van a usar
de acuerdo con la presente invencion se pueden preparar mediante el procedimiento de hibridoma descrito en primer
lugar por Kohler et al., Nature, 256:495 (1975) o se pueden preparar por procedimientos de ADN recombinante (véase,
por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 4.816.567). Los "anticuerpos monoclonales" también se pueden aislar de
colecciones de anticuerpos de fagos usando las técnicas descritas en Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991) y
Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991), por ejemplo.

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 a u homodloga 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 a u homologo a las secuencias correspondientes en anticuerpos
derivados de otra especie o que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpo, asi como fragmentos de dichos
anticuerpos, siempre que presenten la actividad biolégica 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 de interés en el presente documento
incluyen anticuerpos "primatizados" que comprenden secuencias de union a antigeno de dominio variable derivadas
de un primate no humano (por ejemplo, mono del viejo mundo, tal como babuino, macaco de la India 0 macaco
cangrejero) y secuencias de la region constante humanas (patente de EE. UU. n.° 5.693.780).

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son anticuerpos quiméricos que
contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los anticuerpos
humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que los residuos de una regién hipervariable
del receptor se reemplazan por residuos de una region hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donante),
tal como ratén, rata, conejo o primate no humano, que tenga la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En
algunos casos, los residuos de la region estructural (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. Se realizan estas modificaciones para refinar
ademas el rendimiento del anticuerpo. En general, el 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, excepto por la sustitucion/sustituciones en FR como se indica
anteriormente. El anticuerpo humanizado también comprendera opcionalmente al menos una parte de una region
constante de inmunoglobulina, tipicamente la de una inmunoglobulina humana. Para mas detalles, véanse 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).

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 un anticuerpo humanizado que comprende residuos de uniéon 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 preparacién de anticuerpos monoclonales humanos los procedimientos
descritos en Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 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 enddgenos 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 los anticuerpos humanos generados por medio de una tecnologia de
hibridoma de linfocitos B humanos.

Varias delineaciones de HVR estan en uso y se engloban en el presente documento. Las regiones determinantes de
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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 localizacién 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 AcM de Oxford
Molecular. Las HVR de "contacto" se basan en un analisis 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-L.34 L24-1.34 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)
H1 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 o0 89-96
(L3) en el VL y 26-35 (H1), 50-65 o 49-65 (H2) y 93-102, 94-102, 0 95-102 (H3) en el VH. Los residuos del dominio
variable se enumeran de acuerdo con Kabat et al., supra, para cada una de estas definiciones.

Los residuos de la "region estructural" o "FR" son los residuos del dominio variable distintos de los residuos de la
region hipervariable, como se define en el presente documento.

Un "anticuerpo no marcado" es un anticuerpo (como se define en el presente documento) que no se conjuga a una
molécula heterdloga, tal como un resto citotdxico o radiomarcador.

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 realizacién que estan dirigidos a ese valor
o parametro per se. Por ejemplo, la descripcion que hace referencia a "aproximadamente X" incluye la descripcion de
IIX".

Como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un/a", "o" y "el/la"
incluyen las referencias plurales a menos que el contexto lo indique claramente de otro modo. Se entiende que los
aspectos y variaciones de la invencion descrita en el presente documento incluyen "que consisten en" y/o "que
consisten esencialmente en" aspectos y variaciones.

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

Ill. Procedimientos

En algunos modos de realizacién, se proporciona un procedimiento para tratar o retrasar la progresion del cancer en
un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-PD-L1, en el que el
tratamiento se basa en que el sujeto tiene un nivel medio o bajo de metilacién en CpG1 en la region promotora de PD-
L1 o en uno o mas sitios de CpG en el intron 1 del gen PD-L1 en una muestra que contiene células cancerosas del
sujeto.

En algunos modos de realizacién, se proporciona un procedimiento para tratar o retrasar la progresion del cancer en
un sujeto, siempre que se haya encontrado que el sujeto tiene un nivel medio o bajo de metilacion en CpG1 en la
regién promotora de PD-L1 y/o en uno o mas sitios de CpG en el intrén 1 del gen PD-L1 en una muestra que contiene
células cancerosas del sujeto, comprendiendo el procedimiento administrar una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-
PD-L1 al sujeto.

En algunos modos de realizacion, se proporciona un procedimiento para tratar o retrasar la progresion del cancer, que
comprende: (a) seleccionar un sujeto que tiene cancer, en el que dicho sujeto tiene un nivel medio o bajo de metilacion
en CpG1 en la region promotora de PD-L1 y/o en uno o mas sitios de CpG en el intron 1 del gen PD-L1 en una muestra
que contiene células cancerosas del sujeto; y (b) administrar al sujeto asi seleccionado (por ejemplo, seleccionado en
la etapa (a)) una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-PD-L1.

En algunos modos de realizacion, se proporciona un procedimiento para predecir si es probable que un sujeto con
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cancer responda al tratamiento con un anticuerpo anti-PD-L1, que comprende medir el nivel de metilacién en CpG1
en la region promotora de PD-L1 y/o en uno o mas sitios de CpG en el intrén 1 del gen PD-L1 en una muestra que
contiene células cancerosas del sujeto, en el que el nivel medio o bajo de metilacién en CpG1 en la regién promotora
de PD-L1 o en uno o mas sitios de CpG en el intron 1 del gen PD -L1 en la muestra indica que es probable que el
sujeto sea sensible al tratamiento.

En algunos modos de realizacion, se proporciona un procedimiento para tratar el cancer en un sujeto que comprende:
(a) medir el nivel de metilacion en CpG1 en la regiéon promotora de PD-L1 y/o en uno o mas sitios de CpG en el intron
1 del gen PD-L1 en una muestra que contiene células cancerosas del sujeto; y (b) administrar una cantidad eficaz de
un anticuerpo anti-PD-L1 al sujeto que se ha determinado que tiene un nivel medio o bajo de metilaciéon en CpG1 en
la region promotora de PD-L1 o en uno o mas sitios de CpG en el intron 1 del gen PD-L1.

En algunos modos de realizacion, se proporciona un procedimiento para tratar el cancer en un sujeto que comprende:
(a) medir el nivel de metilacion en CpG1 en la regién promotora de PD-L1 y/o en uno o mas sitios de CpG en el intron
1 del gen PD-L1 en una muestra que contiene células cancerosas del sujeto; y (b) administrar una cantidad eficaz de
un anticuerpo anti-PD-L1 al sujeto que tiene un nivel medio o bajo de metilacién en CpG1 en la region promotora de
PD-L1 o en uno o mas sitios de CpG en el intrén 1 del gen PD-L1, como se mide en la etapa (a).

En algunos modos de realizacién, se proporciona un procedimiento para tratar el cancer en un sujeto que comprende
medir el nivel de metilacion en CpG1 en la regién promotora de PD-L1 y/o en uno o mas sitios de CpG en el intron 1
del gen PD-L1 en una muestra que contiene células cancerosas del sujeto; y si el sujeto tiene un nivel medio o bajo
de metilacién en CpG1 en la regién promotora de PD-L1 o0 en uno o mas sitios de CpG en el intron 1 del gen PD-L1,
administrar una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-PD-L1 al sujeto.

En algunos modos de realizacién, se proporciona un procedimiento para identificar a un sujeto con cancer que es
probable que responda al tratamiento con anticuerpo anti-PD-L1 que comprende: (a) evaluar o medir el nivel de
metilacion en CpG1 en la regiéon promotora de PD-L1 y/o en uno o mas sitios de CpG en el intrén 1 del gen PD-L1 en
una muestra que contiene células cancerosas del sujeto; y (b) identificar al sujeto que tiene un nivel medio o bajo de
metilacién en CpG1 en la regidon promotora de PD-L1 o0 en uno o mas sitios de CpG en el intrén 1 del gen PD-L1 en
una muestra que contiene células cancerosas del sujeto. En algunos modos de realizacion, el procedimiento
comprende ademas administrar una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-PD-L1 al sujeto.

En determinados modos de realizacion, los procedimientos proporcionados en el presente documento comprenden
evaluar el nivel de metilacion en CpG1 en la region promotora de PD-L1 y en uno o mas sitios de CpG en el intrén 1
del gen PD-L1.

Las coordenadas gendmicas de CpG1 (también denominado en el presente documento Mut 2) en la regién promotora
de PD-L1 son hg19 chr9: 5449887-5449891. Las coordenadas gendmicas para uno o mas sitios de CpG en el intron
1 del gen PD-L1 (también denominado en el presente documento CpG5 o Mut 7) son hg19 chr9: 5450934-5451072.
Las secuencias de estas coordenadas se pueden obtener en bases de datos gendmicas publicas en linea, tales como
el Navegador de genomas UCSC (genome.ucsc.edu/).

La secuencia de acido nucleico de CpG1 es GCTCG (SEQ ID NO: 22)

La secuencia de acido nucleico de CpG5 es CACGOGOTCCAAMGTCCACCGCCAGET
GCTIGCTAGTAACATGACTTG TG TAAGT TATCCCAGCTOCAGCATCTAAGTAAG TCTCTTOCTGUGCTAAGCAGGTUCAGUGA

TCOCTGAACGGAATTTATI TGO TN T cATT (SEQ ID NO: 23)

La secuencia de hg19 chr9: 5449887-5451072 se proporciona a continuacion (CpG1 y CpG5 estan subrayados):

CCTCGOGATGOOAAGTTCTTTTAATGACAAAGCAAATGAAGTTTCATTAT
GTOGAGGAACTTTGAGGAAGTCACAGAATCCACGATTTAAAAATATATTT
CCTATTATACACCCATACACACACACACACACCTACTTITCTAGAATAAAA
ACCAANGCCATATGGGTCTGCTGOTGACTTTTTATATGTTGTAGAGTTAT
ATCAAGTTATGTCAAGATGTTCAGTCACCTTGAAGAGGCTTTTATCAGAA
AGGGGGACGCCTTTCTGATAAAGGTTAAGGGOTAACCTTAAGCTCTTACC
CCTCTGAAGGTAAAATCAAGGTGCGTTCAGATGTTGGCTTGTTGTAAATT
TCTTTTTTTATTAATAACATACTAAATGTGGATTTGCTTTAATCTTCGAA

13



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 810 700 T3

ACTCTTCCCGGTGAAAATCTCATTTACAAGAAAACTGGACTGACATGTTT
CACTTTCTGTTTCATTTCTATACACAGCTTTATTCCTAGGACACCAACAC
TAGATACCTAAACTGAAAGCTTCCGCCGATTTCACCGAAGGTCAGGAAAG
TCCAACGCCCGGCAAACTGGATTTIGCTGCCTTGGGC AGAGGTGGGCGGGA
CCCCGOCTCCGGGOCTGGCGCAACGCTGAGCAGC TGGCGCGTCCCGCGCG
GCCCCAGTTCTGCGCAGCTTCCCGAGOCTCCGCACCAGCCGCGCTTCTGT
CCGCCTGCAGGTAGGGAGCGTTGTTCCTCCGCGGGTGCCCACGGCCCAGT
ATCTCTGGCTAGCTCGCTGGGCACTTTAGGACGGAGGGTCTCTACACCCT
TICTTTGGGATGGAGAGAGGAGAAGGGAAAGGGAACGCGATGGTCTAGGG
GGCAGTAGAGCCAATTACCTGTTGGGGTTAATAAGAACAGGCAATGCATC
TGGCCTTCCTCCAGGCGCGATTCAGTTTTGCTCTAAAAATAATTTATACC
TCTAAAAATAAATAAGATAGGTAGTATAGGATAGGTAGTCATTCTTATGC
GACTGTGTGTTCAGAATATAGCTCTGATGCTAGGCTGGAGGTCTGGACAC
GGGTCCAAGTCCACCGCCAGCTGCTTGCTAGTAACATGACTTGTGTAAGT
TATCCCAGCTGCAGCATCTAAGTAAGTCTCTTICCTGCGCTAAGCAGGTCC
AGGATCCCTGAACGGAATTTATITGCTCTGTCCATT (seq 1p NO: 30)

Procedimientos para determinar el nivel de metilacion

El grado de metilacion en CpG1 en la region promotora de PD-L1 y/o en uno o mas sitios de CpG en el intrén 1 del
PD-L1 se puede medir usando una variedad de procedimientos. En determinados modos de realizacién, el grado de
metilacion en CpG1 en la regién promotora de PD-L1 o en uno o mas sitios de CpG en el intron 1 del PD-L1 se
determina mediante secuenciacion de ADN con bisulfito. El tratamiento de ADN con bisulfito convierte los residuos de
citosina ("C") en uracilo ("U"), pero no afecta a los residuos de 5-metilcitosina. Por tanto, el tratamiento con bisulfito
introduce cambios especificos en la secuencia de ADN que dependen del estado de metilacion de los residuos de
citosina individuales, proporcionando informacion de resoluciéon de un solo nucledtido sobre el estado de metilacion
de un segmento de ADN. Se pueden realizar diversos analisis en la secuencia alterada para recuperar esta
informacién. En algunos modos de realizacion, una secuencia de interés modificada con bisulfito (tal como CpG1 en
la regién promotora de PD-L1 y/o en uno o mas sitios de CpG en el intrén 1 del PD-L1) se amplifica a continuacion
mediante PCR con dos conjuntos de cebadores especificos de cadena para proporcionar un par de fragmentos, uno
de cada cadena, en el que todos los residuos de uracilo y timina se amplifican como timina y solo los residuos de 5-
metilcitosina se amplifican como citosina. Los productos de PCR se pueden secuenciar directamente o se pueden
clonar y secuenciar para proporcionar mapas de metilacion de moléculas de ADN individuales (véase, por ejemplo,
Frommer, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 89: 1827-1831, 1992).

En algunos modos de realizacién, un nivel bajo de metilacion como se determina por secuenciacién con bisulfito es
menor de aproximadamente un 20 % de metilacion en CpG1 (tal como aproximadamente uno cualquiera de un 19 %,
18 %, 17 %, 16 %, 15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 11 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % o menor de
aproximadamente un 1 % de metilacién, incluyendo cualquier intervalo entre estos valores). En algunos modos de
realizacién, un nivel bajo de metilacion como se determina por secuenciacién con bisulfito es menor de
aproximadamente un 20 % de metilacion en uno o mas sitios de CpG en el intron 1 del gen PD-L1 (tal como
aproximadamente uno cualquiera de un 19 %, 18 %, 17 %, 16 %, 15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 11 %, 10 %, 9 %, 8 %,
7 %,6 %,5 %,4 %, 3 %,2 %, 1% omenor de aproximadamente un 1 % de metilacién, incluyendo cualquier intervalo
entre estos valores). En algunos modos de realizaciéon, un nivel bajo de metilacion como se determina por
secuenciacion con bisulfito es menor de aproximadamente un 20 % de metilacién en CpG1 (tal como
aproximadamente uno cualquiera de un 19 %, 18 %, 17 %, 16 %, 15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 11 %, 10 %, 9 %, 8 %,
7 %,6 %,5 %,4 %, 3 %,2 %, 1% omenor de aproximadamente un 1 % de metilacién, incluyendo cualquier intervalo
entre estos valores) e menor de aproximadamente un 20 % de metilacion en uno o mas sitios de CpG en el intrén 1
del gen PD-L1 (tal como aproximadamente uno cualquiera de un 19 %, 18 %, 17 %, 16 %, 15 %, 14 %, 13 %, 12 %,
11 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5%, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % o0 menor de aproximadamente un 1 % de metilacion,
incluyendo cualquier intervalo entre estos valores).

En algunos modos de realizacién, un nivel medio de metilacién como se determina por secuenciacién con bisulfito

esta entre aproximadamente un 20 % y aproximadamente un 40 % de metilacion en CpG1 (tal como aproximadamente
uno cualquiera de un 20 %, 21 %, 22 %, 23 %, 24 %, 25 %, 26 %, 27 %, 28 %, 29 %, 30 %, 31 %, 32 %, 33 %, 34 %,
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35 %, 36 %, 37 %, 38 %, 39 % o 40 %, incluyendo cualquier intervalo entre estos valores). En algunos modos de
realizacién, un nivel medio de metilacion como se determina por secuenciacion con bisulfito, esta entre
aproximadamente un 20 % y aproximadamente un 40 % de metilacién en uno o mas sitios de CpG en el intron 1 del
gen PD-L1 (tal como aproximadamente uno cualquiera de un 20 %, 21 %, 22 %, 23 %, 24 %, 25 %, 26 %, 27 %, 28 %,
29 %, 30 %, 31 %, 32 %, 33 %, 34 %, 35 %, 36 %, 37 %, 38 %, 39 % o 40 %, incluyendo cualquier intervalo entre
estos valores). En algunos modos de realizacion, un nivel medio de metilacién como se determina por secuenciacion
con bisulfito esta entre aproximadamente un 20 % y aproximadamente un 40 % de metilacion en CpG1 (tal como
aproximadamente uno cualquiera de un 20 %, 21 %, 22 %, 23 %, 24 %, 25 %, 26 %, 27 %, 28 %, 29 %, 30 %, 31 %,
32 %, 33 %, 34 %, 35 %, 36 %, 37 %, 38 %, 39 % o 40 %, incluyendo cualquier intervalo entre estos valores), y entre
aproximadamente un 20 % y aproximadamente un 40 % de metilacién en uno o mas sitios de CpG en el intrén 1 del
gen PD-L1 (tal como aproximadamente uno cualquiera de un 20 %, 21 %, 22 %, 23 %, 24 %, 25 %, 26 %, 27 %, 28 %,
29 %, 30 %, 31 %, 32 %, 33 %, 34 %, 35 %, 36 %, 37 %, 38 %, 39 % o0 40 %, incluyendo cualquier intervalo entre
estos valores).

En algunos modos de realizacion, un nivel alto de metilacion como se determina por secuenciacion con bisulfito esta
entre mayor de aproximadamente un 40 % y aproximadamente un 100 % de metilacion en CpG1 (tal como uno
cualquiera de un 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % o 100 % de
metilacion, incluyendo cualquier intervalo entre estos valores). En algunos modos de realizacion, un nivel alto de
metilacion como se determina por secuenciacion con bisulfito esta entre mayor de aproximadamente un 40 % y
aproximadamente un 100 % de metilacion en uno o mas sitios de CpG en el intrén 1 del gen PD-L1 (tal como
aproximadamente uno cualquiera de un 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,
99 % o 100 % de metilacion, incluyendo cualquier intervalo entre estos valores). En algunos modos de realizacion, un
nivel alto de metilaciéon como se determina por secuenciacion con bisulfito esta entre mayor de de aproximadamente
un 40 % y aproximadamente un 100% de metilacion en CpG1 (tal como uno cualquiera de un 40 %, 45 %, 50 %, 55 %,
60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % o 100 % de metilacién, incluyendo cualquier intervalo entre
estos valores), y entre mayor de aproximadamente un 40 % y aproximadamente un 100 % de metilacién en uno o mas
sitios de CpG en el intron 1 del gen PD-L1 (tal como uno cualquiera de un 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %,
75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % o 100 % de metilacion, incluyendo cualquier intervalo entre estos valores).

En determinados modos de realizacion, el grado de metilacién en CpG1 en la regiéon promotora de PD-L1 y/o en uno
0 mas sitios de CpG en el intrédn 1 del PD-L1 se determina mediante secuenciacion de proxima generacion con bisulfito
(BS-NGS), en la que el ADN tratado con bisulfito se analiza usando un sistema de secuenciacién de préxima
generacion de alto rendimiento, tal como el sistema de secuenciacion ILLUMINA® HI SEQ™. Para detalles adicionales
con respecto a la secuenciacion de proxima generacion con bisulfito, véanse, por ejemplo, Farlik et al. (2015) Cell
Reports doi:10.1016/j.celrep.2015.02.001; Tiedemann et al. (2014) Cell Reports. doi:10.1016/j.celrep.2014.10.013;
Fernandez et al. (2015) Genome Research. doi: 10.1101/gr.169011.113; Lim et al. (2014) PLOS Genetics. doi:
10.1371/journal.pgen. 1004792.

En algunos modos de realizacion, un nivel bajo de metilacion como se determina por secuenciacién de proxima
generacion con bisulfito es menor de aproximadamente un 5 % de metilacién en CpG1 (tal como aproximadamente
un 4 %, aproximadamente un 3 %, aproximadamente un 2 %, aproximadamente un 1 % o menor de aproximadamente
un 1 % de metilacién, incluyendo cualquier intervalo entre estos valores). En algunos modos de realizacion, un nivel
bajo de metilacion como se determina por secuenciacion de proxima generacion con bisulfito es menor de
aproximadamente un 5 % de metilacion en uno o mas sitios de CpG en el intron 1 del gen PD-L1 (tal como
aproximadamente un 4 %, aproximadamente un 3 %, aproximadamente un 2 %, aproximadamente un 1 % o menor
de aproximadamente un 1 % de metilacion, incluyendo cualquier intervalo entre estos valores). En algunos modos de
realizacion, un nivel bajo de metilacion como se determina por secuenciacion de proxima generacion con bisulfito es
menor de aproximadamente un 5 % de metilacién en CpG1 (tal como aproximadamente un 4 %, aproximadamente
un 3 %, aproximadamente un 2 %, aproximadamente un 1 % o menor de aproximadamente un 1 % de metilacion,
incluyendo cualquier intervalo entre estos valores) e menor de aproximadamente un 5 % de metilacién en uno o mas
sitios de CpG en el intron 1 del gen PD-L1 (tal como aproximadamente un 4 %, aproximadamente un 3 %,
aproximadamente un 2 %, aproximadamente un 1 % o menor de aproximadamente un 1 % de metilacion, incluyendo
cualquier intervalo entre estos valores).

En algunos modos de realizacion, un nivel medio de metilacion como se determina por secuenciacion de proxima
generacion con bisulfito esta entre aproximadamente un 5 % y aproximadamente un 60 % de metilacién en CpG1 (tal
como aproximadamente uno cualquiera de un 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 % o
menor de aproximadamente un 60 % de metilacion, incluyendo cualquier intervalo entre estos valores). En algunos
modos de realizacion, un nivel medio de metilacion como se determina por secuenciaciéon de préxima generacion con
bisulfito esté entre aproximadamente un 5 % y aproximadamente un 60 % de metilacion en uno o mas sitios de CpG
en el intrén 1 del gen PD-L1 (tal como aproximadamente uno cualquiera de un 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %,
35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 % o menor de aproximadamente un 60 % de metilacién, incluyendo cualquier intervalo
entre estos valores). En algunos modos de realizacion, un nivel medio de metilacion como se determina por
secuenciacion de préxima generacion con bisulfito esta entre aproximadamente un 5 % y aproximadamente un 60 %
de metilacién en CpG1 (tal como aproximadamente un 5 %, aproximadamente un 10 %, aproximadamente un 15 %,
aproximadamente un 20 %, aproximadamente un 25 %, aproximadamente un 30 %, aproximadamente un 35 %,
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aproximadamente un 40 %, aproximadamente un 45 %, aproximadamente un 50 %, aproximadamente un 55 % o
menor de aproximadamente un 60 % de metilacion, incluyendo cualquier intervalo entre estos valores), y entre
aproximadamente un 5 % y aproximadamente un 60 % de metilacion en uno o mas sitios de CpG en el intrén 1 del
gen PD-L1 (tal como aproximadamente uno cualquiera de un 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %,
50 %, 55 % o menor de aproximadamente un 60 % de metilacion, incluyendo cualquier intervalo entre estos valores).

En algunos modos de realizacion, un nivel alto de metilacion como se determina por secuenciacién de préxima
generacion con bisulfito esta entre aproximadamente un 60 % y aproximadamente un 100 % de metilaciéon en CpG1
(tal como uno cualquiera de un 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 %, mas de aproximadamente
un 99 % o aproximadamente un 100 % de metilacion, incluyendo cualquier intervalo entre estos valores). En algunos
modos de realizacion, un nivel alto de metilacién como se determina por secuenciacion de préxima generaciéon con
bisulfito esta entre aproximadamente un 60 % y aproximadamente un 100 % de metilacion en uno o mas sitios de
CpG en el intrén 1 del gen PD-L1 (tal como uno cualquiera de un 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,
99 %, mas de aproximadamente un 99 % o aproximadamente un 100 % de metilacion, incluyendo cualquier intervalo
entre estos valores). En algunos modos de realizacion, un nivel alto de metilacion como se determina por
secuenciacion de préxima generacion con bisulfito esta entre aproximadamente un 60 % y aproximadamente un
100 % de metilacion en CpG1 (tal como aproximadamente un 60 %, mas de aproximadamente un 60 %,
aproximadamente un 65 %, aproximadamente un 70 %, aproximadamente un 75 %, aproximadamente un 80 %,
aproximadamente un 85 %, aproximadamente un 90 %, aproximadamente un 95 %, aproximadamente un 99 %, mas
de aproximadamente un 99 % o aproximadamente un 100 % de metilacion, incluyendo cualquier intervalo entre estos
valores), y entre aproximadamente un 60 % y aproximadamente un 100 % de metilacion en uno o mas sitios de CpG
en el intrén 1 del gen PD-L1 (tal como uno cualquiera de un 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 %,
mas de aproximadamente un 99 % o aproximadamente un 100 % de metilacion, incluyendo cualquier intervalo entre
estos valores).

En determinados modos de realizacion, el grado de metilacion en CpG1 en la regién promotora de PD-L1 y/o en uno
0 mas sitios de CpG en el intron 1 del PD-L1 se determina usando una matriz de chip de metilacién, tal como la matriz
INFINIUM® HumanMethylation450 BeadChip de ILLUMINA®. En resumen, después del tratamiento con bisulfito, el
ADN genomico se amplifica con todo el genoma (WGA), se fragmenta enzimaticamente, se purifica y se afiade a
HumanMethylation450 BeadChips, que contienen 485.512 sondas que cubren un 99 % de los genes RefSeq. Las
sondas interrogan a 19.755 islas de CpG Unicas con cobertura adicional en regiones costeras y promotores de miRNA,
asi como 3091 sondas en sitios distintos de CpG. Durante la hibridacién, las moléculas de ADN-WGA tratadas con
bisulfito se hibridan con oligdmeros de FNA especificos de locus enlazados a tipos de microesferas individuales. Los
dos tipos de microesferas corresponden a cada locus de CpG, es decir, una a la ("C") metilada y la otra a la ("T") no
metilada indicadas. La hibridacion de cebadores especificos de alelo esta seguida de la extension de base Unica
usando ddNTP marcados con DNP y biotina. Ambos tipos de microesferas para el mismo locus de CpG incorporaran
el mismo tipo de nucledtido marcado, determinado por la base que precede a la "C" interrogada en el locus de CpG
y, por lo tanto, se detectaran en el mismo canal de color. Después de la extension, la matriz se tifie con fluorescencia,
se escanea y se miden las intensidades de las sefiales producidas por los tipos de microesferas metiladas y no
metiladas. Se usa un programa informatico para registrar los valores de metilaciéon del ADN, descritos como "valores
beta", para cada locus en cada muestra. Los valores beta de metilacién del ADN son variables continuas entre O y 1,
que representan la proporcion de la intensidad del tipo de microesfera metilada con respecto a la intensidad del locus
combinado. Se describen otros detalles que describen la matriz INFINIUM® HumanMethylation450 BeadChip y la
plataforma de ensayo en, por ejemplo, Morris et al. (2015) Methods 72, 3-8; Sandoval et al. (2011) Epigenetics 6, 692-
702; de Ruijter et al. (2015) Laboratory Investigation doi:10.1038/labinvest.2015.53; Lehne et al. (2015) Genome
Biology 16, 37-49; y en ofra parte.

En algunos modos de realizacién, un nivel bajo de metilacion como se determina usando una matriz de chip de
metilacion (tal como la matriz INFINIUM® HumanMethylation450 BeadChip) es un valor beta de entre
aproximadamente 0 y menor de aproximadamente 0,2 para CpG1 (tal como aproximadamente uno cualquiera de 0,
0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,11, 0,12, 0,13, 0,14, 0,15, 0,16, 0,17, 0,18 y 0,19 incluyendo
cualquier intervalo entre estos valores). En algunos modos de realizacién, un nivel bajo de metilacién como se
determina usando una matriz de chip de metilacion (tal como la matriz INFINIUM® HumanMethylation450 BeadChip)
es un valor beta de entre aproximadamente 0 y menor de aproximadamente 0,2 para uno o mas sitios de CpG en el
intrén 1 del gen PD-L1 (tal como aproximadamente uno cualquiera de 0, 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08,
0,09, 0,1, 0,11, 0,12, 0,13, 0,14, 0,15, 0,16, 0,17, 0,18 y 0,19 incluyendo cualquier intervalo entre estos valores). En
algunos modos de realizacion, un nivel bajo de metilacion como se determina usando una matriz de chip de metilacion
(tal como la matriz INFINIUM® HumanMethylation450 BeadChip) es un valor beta de entre aproximadamente 0 y
aproximadamente menor de aproximadamente 0,2 para CpG1 (tal como aproximadamente uno cualquiera de 0, 0,01,
0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,11, 0,12, 0,13, 0,14, 0,15, 0,16, 0,17, 0,18 y 0,19 incluyendo
cualquier intervalo entre estos valores) y un valor beta de entre aproximadamente 0 y menor de aproximadamente 0,2
para uno o mas sitios de CpG en el intrén 1 del gen PD-L1 (tal como aproximadamente uno cualquiera de 0, 0,01,
0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,11, 0,12, 0,13, 0,14, 0,15, 0,16, 0,17, 0,18 y 0,19 incluyendo
cualquier intervalo entre estos valores).

En algunos modos de realizacién, un nivel medio de metilacion como se determina usando una matriz de chip de
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metilacion (tal como la matriz INFINIUM® HumanMethylation450 BeadChip) es un valor beta de entre
aproximadamente 0,2 y aproximadamente 0,3 para CpG1 (tal como aproximadamente uno cualquiera de 0,2, 0,21,
0,22, 0,23, 0,24, 0,25, 0,26, 0,27, 0,28 o0 0,29, incluyendo cualquier intervalo entre estos valores). En algunos modos
de realizacion, un nivel medio de metilacion como se determina usando una matriz de chip de metilacion (tal como la
matriz INFINIUM® HumanMethylation450 BeadChip) es un valor beta de entre aproximadamente 0,2 y
aproximadamente 0,3 para uno o mas sitios de CpG en el intrén 1 del gen PD-L1 (tal como aproximadamente uno
cualquiera de 0,2, 0,21, 0,22, 0,23, 0,24, 0,25, 0,26, 0,27, 0,28 o 0,29, incluyendo cualquier intervalo entre estos
valores). En algunos modos de realizacion, un nivel medio de metilacion como se determina usando una matriz de
chip de metilacion (tal como la matriz INFINIUM® HumanMethylation450 BeadChip) es un valor beta de entre
aproximadamente 0,2 y aproximadamente 0,3 para CpG1 (tal como aproximadamente uno cualquiera de 0,2, 0,21,
0,22, 0,23, 0,24, 0,25, 0,26, 0,27, 0,28 o0 0,29, incluyendo cualquier intervalo entre estos valores) y un valor beta de
entre aproximadamente 0,2 y aproximadamente 0,3 para uno o mas sitios de CpG en el intrén 1 del gen PD-L1 (tal
como aproximadamente uno cualquiera de 0,2, 0,21, 0,22, 0,23, 0,24, 0,25, 0,26, 0,27, 0,28 o 0,29, incluyendo
cualquier intervalo entre estos valores).

En algunos modos de realizacion, un nivel alto de metilacién como se determina usando una matriz de chip de
metilacion (tal como la matriz INFINIUM® HumanMethylation450 BeadChip) es un valor beta de entre mayor de
aproximadamente 0,3 y aproximadamente 1,0 para CpG1 (tal como aproximadamente uno cualquiera de mayor de
0,3, 0,35, 0,4, 0,45, 0,5, 0,55, 0,6, 0,65, 0,7, 0,75, 0,8, 0,85, 0,9, 0,95 o0 1,0, incluyendo cualquier intervalo entre estos
valores). En algunos modos de realizacién, un nivel alto de metilacion como se determina usando una matriz de chip
de metilacion (tal como la matriz INFINIUM® HumanMethylation450 BeadChip) es un valor beta de entre mayor de
aproximadamente 0,3 y aproximadamente 1,0 para uno o mas sitios de CpG en el intron 1 del gen PD-L1 (tal como
aproximadamente uno cualquiera de mayor de 0,3, 0,35, 0,4, 0,45, 0,5, 0,55, 0,6, 0,65, 0,7, 0,75, 0,8, 0,85, 0,9, 0,95
o 1,0, incluyendo cualquier intervalo entre estos valores). En algunos modos de realizacion, un nivel alto de metilacion
como se determina usando una matriz de chip de metilacion (tal como la matriz INFINIUM® HumanMethylation450
BeadChip) es un valor beta de entre mayor de aproximadamente 0,3 y aproximadamente 1,0 para CpG1 (tal como
aproximadamente uno cualquiera de mayor de 0,3, 0,35, 0,4, 0,45, 0,5, 0,55, 0,6, 0,65, 0,7, 0,75, 0,8, 0,85, 0,9, 0,95
o 1,0, incluyendo cualquier intervalo entre estos valores) y un valor beta de entre mayor de aproximadamente 0,3 y
aproximadamente 1,0 para uno o mas sitios de CpG en el intrén 1 del gen PD-L1 (tal como aproximadamente uno
cualquiera de mayor de 0,3, 0,35, 0,4, 0,45, 0,5, 0,55, 0,6, 0,65, 0,7, 0,75, 0,8, 0,85, 0,9, 0,95 o 1,0, incluyendo
cualquier intervalo entre estos valores).

En algunos modos de realizacién, la muestra del sujeto es una muestra biolégica (tal como una muestra bioldgica ex
vivo) de tejido o liquido bioldgico que contiene células cancerosas y/o células tumorales del sujeto del que se pueden
aislar acidos nucleicos (tales como polinucleétidos, por ejemplo, ADN gendmico y/o transcritos) y/o polipéptidos. En
algunos modos de realizacion, la muestra comprende secciones congeladas de tejido, tales como las tomadas con
propositos histologicos. En algunos modos de realizacion, la muestra se toma de una biopsia. En algunos modos de
realizacion, la muestra se toma de una autopsia. En algunos modos de realizacion, la muestra es una muestra tisular
congelada. En algunos modos de realizacion, la muestra es una muestra recién extraida tomada del sujeto. En algunos
modos de realizacion, la muestra es una muestra tisular conservada. En algunos modos de realizacion, la muestra es
una muestra incluida en parafina fijada con formol (FFPE). En algunos modos de realizacion, la muestra es un explante
o un cultivo celular primario y/o transformado derivado del tejido del sujeto.

En algunos modos de realizacion de cualquiera de los procedimientos descritos en el presente documento, la muestra
que contiene células cancerosas del sujeto muestra ademas pruebas de infiliracion de células inmunitarias. En
determinados modos de realizacion, la presencia de uno cualquiera o mas de linfocitos CD16*, CD4*, CD3*, CD56",
CD45*, CD68*, CD20*, CD163* 0 CD8* en una muestra que contiene células cancerosas del sujeto indica la infiltracion
de células inmunitarias. En determinados modos de realizacion, la presencia de linfocitos CD8* en una muestra que
contiene células cancerosas del sujeto indica infiltracion de células inmunitarias. En determinados modos de
realizacion, la presencia de uno o mas de linfocitos CD16*, CD4*, CD3*, CD56*, CD45*, CD68*, CD20*, CD163* o
CD8" en una muestra que contiene células cancerosas del sujeto se detecta usando ensayos inmunohistoquimicos
(IHQ) bien conocidos y ampliamente usados por los expertos en la técnica. Dichos procedimientos incluyen, pero no
se limitan a, por ejemplo, inmunoelectrotransferencia, ELISA y citometria de flujo. En determinados modos de
realizacion, la presencia de uno o mas de linfocitos CD16*, CD4*, CD3*, CD56*, CD45*, CD68*, CD20*, CD163* o
CD8* en una muestra que contiene células cancerosas del sujeto se detecta usando técnicas de analisis de expresion
génica, que incluyen, pero no se limitan a, PCR cuantitativa (QPCR), qRT-PCR, perfil de transcriptoma (tal como sec-
ARN), andlisis de micromatriz, secuenciaciéon de proxima generacioén, etc. Dichos servicios se proporcionan, por
ejemplo, por FLUIDIGM®, NANOSTRING TECHNOLOGIES®), etc.

En determinados modos de realizacion, el sujeto no se trata con un anticuerpo anti-PD-L1 si la muestra que contiene
células cancerosas del sujeto tiene un nivel medio de metilacion en CpG1 en la region promotora de PD-L1 y/o uno o
mas sitios de CpG en el intron 1 del gen PD-L1 y no hay pruebas de infiltracion de células inmunitarias. En
determinados modos de realizacion, el sujeto se trata con un anticuerpo anti-PD-L1 si la muestra que contiene células
cancerosas del sujeto tiene un nivel medio de metilacion en CpG1 en la regidon promotora de PD-L1 y/o uno o mas
sitios de CpG en el intron 1 del gen PD-L1 y hay pruebas de infiltracion de células inmunitarias.
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Cancer

En algunos modos de realizacién de cualquiera de los procedimientos descritos en el presente documento, el cancer
es carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma, leucemia o una neoplasia maligna linfatica. En algunos modos de
realizacién de cualquiera de los procedimientos descritos en el presente documento, el cancer es carcinoma, linfoma,
blastoma, sarcoma, leucemia o una neoplasia maligna linfatica. En algunos modos de realizacion, el cancer es cancer
de células escamosas (por ejemplo, cancer de células escamosas epiteliales), cancer del peritoneo, cancer
hepatocelular, cancer gastrico o de estdmago (tal como cancer gastrointestinal y cancer gastrointestinal del estroma),
cancer de pancreas, glioblastoma, cancer de cuello uterino, cancer de ovario, cancer de higado, cancer de vejiga,
cancer de las vias urinarias, hepatoma, cancer de colon, cancer rectal, cancer colorrectal (CRC), carcinoma
endometrial o uterino, carcinoma de glandulas salivales, cancer de rifién o renal, cancer de préstata, cancer de vulva,
cancer de tiroides, carcinoma hepatico, carcinoma anal, carcinoma peniano, mieloma multiple y linfoma de linfocitos
B (tal como linfoma no hodgkiniano (LNH) folicular/de grado bajo, LNH linfocitico pequefio (LP), LNH folicular/de grado
intermedio, 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 voluminoso, linfoma de células de manto, linfoma relacionado
con el sida, y macroglobulinemia de Waldenstrom), leucemia linfocitica cronica (LLC), leucemia linfocitica aguda (LLA),
leucemia de células pilosas, leucemia mieloblastica cronica y trastorno linfoproliferativo postrasplante (TLPT), asi
como proliferacion vascular andmala asociada con facomatosis, edema (tal como el asociado con tumores cerebrales),
el sindrome de Meigs, cancer cerebral, asi como cancer de cabeza y cuello, sarcoma de tejidos blandos, sarcoma de
Kaposi, carcinoma carcinoide y mesotelioma, glioblastoma, neuroblastomas y metastasis asociadas.

En determinados modos de realizacion, los canceres que son susceptibles de tratamiento mediante los procedimientos
de la invencion incluyen cancer de mama, cancer de pulmén y cancer de piel, incluyendo las formas metastasicas de
esos canceres. En determinados modos de realizacion, el cancer de mama es carcinoma de mama. En algunos modos
de realizacion, el cancer de pulmén es carcinoma de pulmon microcitico, carcinoma de pulmoén no microcitico,
adenocarcinoma del pulmoén o carcinoma de células escamosas del pulmon. En determinados modos de realizacion,
el cancer de piel es melanoma, melanoma de extension superficial, melanoma lentigo maligno, melanomas
lentiginosos acrales, melanomas nodulares, carcinoma de piel o cancer de vejiga.

Anticuerpos anti-PD-L1

PD-L1 (también conocida como "ligando de muerte programada 1", PDCD1L1, PDCD1LG1, B7-H1, B7-H y CD274)
es una proteina transmembranaria tipo 1 de 40 kDa que se une a PD-1, un receptor encontrado en los linfocitos T
activados, linfocitos B y células mieloides. El acoplamiento de PD-L1 con PD-1 ofrece una sefial que inhibe la
activacion mediada por TCR de la producciéon de IL-2 y la proliferacion de linfocitos T. La via PD-L1/PD-1 esta
implicada como un mecanismo principal mediante el que los tumores evaden la eliminacion por el sistema inmunitario
(Lipson EJ, et al. Cancer Immunol Res 2013; 1 (1): 54-63). Sin estar limitada por la teoria, la inhibicion de PD-L1 por
un anticuerpo anti-PD-L1 puede permitir la activacion de linfocitos T, restaurando por tanto su capacidad para detectar
y atacar eficazmente las células cancerosas y las células tumorales.

En determinados modos de realizacion de uno cualquiera de los procedimientos proporcionados en el presente
documento, el anticuerpo anti-PD-L1 (o fragmento de union a antigeno del mismo) inhibe la unién de PD-L1 a sus
compafieros de unién. En un aspecto especifico, los compafieros de unién de PD-L1 son PD-1 y/o B7-1. En
determinados modos de realizacién, el anticuerpo anti-PD-L1 (o fragmento de union a antigeno del mismo) se
selecciona del grupo que consiste en YW243.55.S70, MPDL3280A, MDX-1105, MEDI4736 y MSB0010718C. MDX-
1105, también conocido como BMS-936559, es un anticuerpo anti-PD-L1 descrito en el documento W02007/005874.
El anticuerpo YW243.55.S70 (secuencias de la region variable de la cadena pesada y ligera mostradas en SEQ ID
NO: 20 y 21, respectivamente) es un anticuerpo anti-PD-L1 descrito en el documento W0O2010/077634 A1. MEDI4736
es un anticuerpo anti-PD-L1 descrito en los documentos W02011/066389 y US2013/034559.

Los ejemplos de anticuerpos anti-PD-L1 (o fragmentos de unién a antigeno de los mismos) utiles para los
procedimientos proporcionados en el presente documento y los procedimientos para preparar los mismos se describen
en la solicitud de patente PCT WO 2010/077634 A1y el documento US 8.217.149.

En algunos modos de realizacion, el anticuerpo anti-PD-L1 (o fragmento de unién a antigeno del mismo) puede inhibir
la union entre PD-L1y PD-1 y/o entre PD-L1 y B7-1. En algunos modos de realizacion, el anticuerpo anti-PD-L1 es un
anticuerpo monoclonal. En un modo de realizacién, el anticuerpo anti-PD-L1 es un fragmento de anticuerpo
seleccionado del grupo que consiste en fragmentos Fab, Fab'-SH, Fv, scFv o (Fab')2. En algunos modos de realizacion,
el anticuerpo anti-PD-L1 es un anticuerpo humanizado. En algunos modos de realizacién, el anticuerpo anti-PD-L1 es
un anticuerpo humano.

En algunos modos de realizacién, el anticuerpo anti-PD-L1 comprende una region variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:20 y la region variable de la cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:21.

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

(a) la secuencia de HVR-H1 es GFTFSX:SWIH (SEQ ID NO:1);
(b) la secuencia de HVR-H2 es AWIX:PYGGSXaY YADSVKG (SEQ ID NO:2);
(c) la secuencia de HVR-H3 es RHWPGGFDY (SEQ ID NO:3);

enlaque ademas: X1esDoG; X2esSolL; XsesToS.

En un aspecto especifico, X1 es D; X2 es Sy X3 es T. En otro aspecto, el polipéptido comprende ademas secuencias
estructurales de la cadena pesada de regién variable yuxtapuestas entre las HVR de acuerdo con la formula: (HC-
FR1)-(HVR-H1)-(HC-FR2)-(HVR-H2)-(HC-FR3)-(HVR-H3)-(HC-FR4). 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 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID NO: 4)
HC-FR2 es WVRQAPGKGLEWYV (SEQ ID NO: 5)
HC-FR3 es RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAR (SEQ ID NO: 6)
HC-FR4 es WUGQGTLVTVSA (SEQID NO: 7).

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 RASQX XsXeTX7XsA (SEQ ID NO: 8);
(b) la secuencia de HVR-L2 es SASXoL.X10S, (SEQID NO: 9);
(c) la secuencia de HVR-L3 es QQX11X12X1:X1PXusT (SEQ ID NO: 10);

enlaque ademas: XaesDoV; XsesVol;XeesSoN; XresAoF; XsesVolL;XoesFoT; XioesYoA; Xi11esY,
G, FoS;XneesL,Y,FoW; Xi3esY,N, A, T,G,Fol; XisesH,V,P,Tol; XisesA,W,R,PoT.

Todavia en otro aspecto, X4 es D; Xses V; Xees S; X7 es A; Xses V; Xoes F; Xioes Y; X11es Y; XizesL; XizesY;
X14 es H; X145 es A. Todavia en otro aspecto, la cadena ligera comprende ademas secuencias estructurales de cadena
ligera de region variable yuxtapuestas entre las HVR de acuerdo con la férmula: (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 DIOMTQSPSSLEASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 11)
LC-FR2 es WYQOKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 12)
LC-FR3 es OY¥PSRFSGSGIGTDFTLTISSLOPEDFATYYC (SEQ ID NO: 13)
LC-FR4 es FGQGTEVEIKR (SEQ ID NO: 14).

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

la cadena pesada comprende una HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, en la que ademas:

(i) la secuencia de HVR-H1 es GI'TISX,SWILL; (SEQ ID NO: 1)
(ii) la secuencia de HVR-H2 es AWIX:PYGGSXYYADSVKG (SEQ ID NO: 2)
(iii) la secuencia de HVR-H3 es RHWPGGFDY | y (SEQ ID NO: 3)

la cadena ligera comprende una HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3, en la que ademas:

(i) la secuencia de HVR-L1 es RASQX XX THXeA (SEQ ID NO: 8)
(ii) la secuencia de HVR-L2 es SASXLXwS; y (SEQ ID NO: 9)
(iii) la secuencia de HVR-L3 es QQX 11 X2 XX uPX T, (SEQID NO: 10)

enlaque ademas: X1esDoG; X2esSolL; XsesToS; XaesDoV;XsesVol; XeesSoN; XresAoF; XsesVo
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L;XoesFoT;XoesYoA; X11esY,G, FoS; XeesL,Y,FoW; Xi3esY,N,A, T,G, Fol; XisesH,V,P, Tol; Xis
esA,W,R,PoT.

En un aspecto especifico, X1 es D; X2es Sy s es T. En otro aspecto, Xsa es D; Xs es V; Xs es S; X7 es A; Xs es V; Xo
esF; XioesY; Xi1esY; XizesL; Xizes Y; X1 es H; X15 es A. Aln en otro aspecto, X1esD; XoesSy Xses T, Xs es
D; XsesV; Xees S; X7es A; Xses V; Xoes F; Xioes Y; Xi1esY; XizesL; XizesY; XiaesHy Xis es A.

En otro aspecto, la region variable de la 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 la 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 I, 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 es la siguiente:

HC-FR1 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID NO: 4)
HC-FR2 WYRQAPGKGLEW Y (SEQ ID NO: 5)
HC-FR3 RETISADTSKNTAYLOMNSLRACDTAVY YCAR (SEQ ID NO: 6)
HC-FR4 WOOGTLYTVSA (SEQ ID NO: 7).

Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera se derivan de una secuencia del subgrupo
kappa |, 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:

LC-FR1 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 11)
LC-FR2 WYQOQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 12)
LC-FR3 GVPSRESGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC (SEQ ID NO: 13)
LC-FR4 FGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 14).

Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo comprende ademas una regién constante humana o murina. Todavia
en otro aspecto, la region constante humana se selecciona del grupo que consiste en IgG1, 19G2, IgG2, IgG3, IgG4.
Todavia en otro aspecto especifico, la region constante humana es IgG1. Todavia en otro aspecto, la regién constante
murina se selecciona del grupo que consiste en IgG1, IgG2A, 1IgG2B, IgG3. Todavia en otro aspecto, la region
constante murina es IgG2A. Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo tiene una funcién efectora reducida o
minima. Todavia en otro aspecto especifico, la funcién efectora minima es el resultado de una "mutacién de Fc sin
efector" o aglucosilaciéon. Todavia en otro modo de realizacion, la mutacion de Fc sin efector es una sustitucion N297A
o D265A/N297A en la region constante.

AuUn en otro modo de realizacion se proporciona un anticuerpo anti-PD-L1 que comprende una secuencia de region
variable de la cadena pesada y una de la cadena ligera, en el que:

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 GFTFEDEWTH (SEQ ID NO:15), AWISPYGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO:16) y RHWPGGFDY
(SEQ ID NO:3), respectivamente, o

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 RASQODVSTAVA (SEQ ID NO:17), SASKLYS (SEQ ID NO:18) y QUYLYHPAT (SEQ ID
NO:19), 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 la 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 la 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 I, Il o Ill 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 es la siguiente:

HC-FR1 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID NO: 4)
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HC-FR2 WYROQAPGKGLEWY (SEQ ID NO: 5)
HC-FR3 RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAR (SEQ ID NO: 6)
HC-FR4 WOOOTLYTYSA (SEQ ID NO: 7).

Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera se derivan de una secuencia del subgrupo
kappa |, 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:

LC-FR1 DIQMTOSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 11)
LC-FR2 WYQOQKPGKAPKLLITY (SEQ ID NO: 12)
LC-FR3 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 13)
LC-FR4 FGOGTKVEIKR (SEQ ID NO: 14).

Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo comprende ademas una region constante humana o murina. Todavia
en otro aspecto, la regién constante humana se selecciona del grupo que consiste en IgG1, 1gG2, 1gG2, IgG3, 1gG4.
Todavia en otro aspecto especifico, la region constante humana es IgG1. Todavia en otro aspecto, la regién constante
murina se selecciona del grupo que consiste en IgG1, IgG2A, 1IgG2B, IgG3. Todavia en otro aspecto, la region
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 "mutacién de Fc sin
efector" o aglucosilacion. Todavia en otro modo de realizacion, la mutacion de Fc sin efector es una sustitucion N297A
0 D265A/N297A en la region constante.

Todavia en otro modo de realizacién se proporciona un anticuerpo anti-PD-L1 aislado que comprende una secuencia
de region variable 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:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHW VROAPGKGLEWVAWTS PYGGSTY Y ADSVEGREFTISADTSKNTAY
LQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDY WGQGTLVIVSA (SEQ ID NO: 20), o

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

DIQMTOQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDYSTAVAWY QQKPGKAPKLLIYSASFLY SG VPSRESGSGSGTDFTLTISSLQPEDFA
TYYCQQYLYHPATFGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 21)

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 regidén variable
de la 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 la 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 |, 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 es la siguiente:

HC-FR1 EVQLVESGOOGLYQPGGSLELSCAAS (SEQ ID NO: 4)
HC-FR2 WYRQAPOKGLEWY (SEQ ID NO: 5)
HC-FR3 RFTISADTSENTAYLOMNSLRAEDTAVYYCAR (SEQ ID NO: 6)
HC-FR4 WOOQGTLYTYSA (SEQID NO: 7).

Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera se derivan de una secuencia del subgrupo
kappa |, 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:

LC-FR1 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 11)
LC-FR2 WYQOQKPGKAPKLLLY (SEQ ID NO: 12)
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LC-FR3 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDEATY YC (SEQ ID NO: 13)
LC-FR4 FGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 14).

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 regidon constante humana es IgG1. Todavia en otro aspecto, la region constante
murina se selecciona del grupo que consiste en IgG1, IgG2A, 1gG2B, 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 funciéon 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 otro modo de realizacion, la mutacion de Fc sin efector es una sustitucion
N297A o D265A/N297A en la region constante.

AuUn en otro modo de realizacion adicional se proporciona un anticuerpo anti-PD-L1 aislado que comprende una
secuencia de region variable 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:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVA  WISPYGGSTYYADSVKGRFTISADTSENT
AYLOMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGF DYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 24), 0

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

DIQMTQSPSSLSASYGDRVTITCRASQDYSTAVAWY QQKPGKAPKLLIYSASFLYSG VPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFA
TYYCQQYLYHPATFGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 21)

Todavia en otro modo de realizacion se proporciona un anticuerpo anti-PDL1 aislado que comprende una secuencia
de regidn variable 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:

ENVOQLVESGGGLVOPGGILRLSCAASGFTESDSWIHW VROAPGKGLEWVAWIL  SPYGGETY Y ADSVEGRETISADTSKMNTAY
LOMNSLRAEDTAVYYCARRHWRGGFDY WGQGTLVTVSSASTE (SEQ ID NO: 28), o

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

THOM TS PSS LSASVEDREY I TICEASQDY S TAY AWYQORPOREAPRLLIYSASE LY SGVPSEFSGSGSGTDFTLTISSLOPED
FATY YOOQUYLYHPATFGOGTTEVEIKR (SEQ ID NO: 29)

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 regioén variable
de la 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 la 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 |, 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 es la siguiente:

HC-FR1 EVOLVESGGGLYQPGGSLRLSCAAS (SEQID NO: 4)
HC-FR2 WVRQAPGKGLEWYV (SEQID NO: 5)
HC-FR3 RFETISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVY YCAR (SEQ ID NO: 6)
HC-FR4 WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 25).

Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera se derivan de una secuencia del subgrupo
kappa |, 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
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de la cadena ligera es la siguiente:

LC-FR1 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 11)
LC-FR2 WYQQKPGKAPKLLIY (SEQID NO: 12)
LC-FR3 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ D NO: 13)
LC-FR4 FGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 14).

Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo comprende ademas una regién 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 regidon constante humana es IgG1. Todavia en otro aspecto, la region constante
murina se selecciona del grupo que consiste en IgG1, IgG2A, 1IgG2B, 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 funciéon 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 otro modo de realizacion, la mutacion de Fc sin efector es una sustitucion
N297A o D265A/N297A en la region constante.

AuUn en otro modo de realizacion, el anticuerpo anti-PD-1 es MPDL3280A (Numero de registro CAS: 1422185-06-5).
Todavia en otro modo de realizacidon se proporciona un anticuerpo anti-PD-1 aislado que comprende una regién
variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada
de SEQ ID NO:24 y/o una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la
region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO:25. Todavia en otro modo de realizacion se proporciona un
anticuerpo anti-PDL-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:
EVOLVESGOGLYOPOGSLELSCAASGFTEFSDSWIHW VREOQAPOGRKOGLEW Y AWISPY GO
STY Y ADSVEGREFTISADTSENTAY LOMNSLEAEDTAVY YCARRHWPGGEFDY WGOQG
TLY ITVESSASTEGPSVEPLAPSSESTSGOGTAAL GOLVEDYFPEPYVTVSWNSGALTSGVH
THEPAYLOSSOGLY SLESVYV T VPSSS5LGTOT Y ICNVNHEPSN TEREYDREEVEPESCDETHTC
PPCPAPELIL.GGPSVFLFPPEPEDTIMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVERFN WY VIDIGVE
VHNAKTEPREEOY ASTYRVVSVLTVLHODWLNGEEY KECEVSNEALPAPIEETISE A
KGOPREPOVY TLPPSREEMTENOVSLTCLVEGFYPSDIAVEWESNGOPENNY K TTFPP
YVLDSDGSFFLY SKELTVDESRW QOGN VFSCSYVMHEALHNHY TQESLSLSPG (SEQ ID NO:26), 0

(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:

DIOMTOSPSST SASVGEDRVTITORASODVATAV AWYQOKTPGEATPKLLIYSASFLY S0
VEPSRESGESGSGTDEFTLTISSLOPEDFATY Y COOY LY HPATFGOGTEWVEIKETYV A APSY

FIFPPRDEQLKSGTASYVVULLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLASTLTLSK ADYEKITEVY ACTVTIIQGLSSPYTESINRGEC (SEQ ID NO:27)

En algunos modos de realizacion, se proporciona un acido nucleico aislado que codifica una secuencia de region
variable de la cadena ligera o una de la cadena pesada de un anticuerpo anti-PD-L1, en el que:

(a) la cadena pesada comprende ademas una secuencia de HVR-H1, HVR-H2 y una HVR-H3 que tiene al menos un
85 % de identidad de secuencia con GITFSDSWIH (SEQ ID NO:15), AWISPYGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO:16) y
RHWFGGFDY (SEQ ID NO:3), respectivamente, y

(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 KASQIVSTAYA (SEQ ID NO:17), SASFLYS (SEQ ID NO:18) y HYLYHPAT (SEQ ID
NO:19), respectivamente.
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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 un aspecto, la region variable
de la 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 la 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 |, Il o lll de Kabat. Todavia en otro aspecto, la secuencia estructural de la cadena pesada
es una secuencia estructural consenso de subgrupo Ill de VH. Todavia en otro aspecto, una o mas de las secuencias
estructurales de la cadena pesada es la siguiente:

HC-FR1 EVOLVESGGGLVOPGGSLRLSCAAS (SEQID NO: 4)
HC-FR2 WVRQAPGKGLEWY (SEQID NO: 5)
HC-FR3 BITISADTSENTAYLOMNSLRALDTAVY YUAR (SEQ ID NO: 6)
HC-FR4 WODUTLY TVSA (SEQ ID NO: 7).

Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera se derivan de una secuencia del subgrupo
kappa |, 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:

LC-FR1 DIQMTOSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 11)
LC-FR2 WYQOKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 12)
LC-FR3 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY YC (SEQ ID NO: 13)
LC-FR4 FGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 14).

Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo anti-PD-L1 descrito en el presente documento comprende ademas
una regién constante humana o murina. Todavia en otro aspecto, la region constante humana se selecciona del grupo
que consiste en IgG1, 1gG2, 19G2, IgG3, IgG4. 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, 1gG3. Todavia en otro aspecto, la region constante murina es IgG2A. Todavia en otro aspecto especifico, el
anticuerpo tiene una funcién efectora reducida o minima. Todavia en otro aspecto especifico, la funcién 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 "mutacién de Fc sin efector" o aglucosilacion. Todavia en otro aspecto, la mutacion de
Fc menos efectora es una sustitucion N297A o D265A/N297A en la region constante.

Todavia en otro aspecto, en el presente documento se proporcionan acidos nucleicos que codifican cualquiera de los
anticuerpos descritos en el presente documento. En algunos modos de realizacién, el 4cido nucleico comprende
ademas un vector adecuado para la expresién del acido nucleico que codifica cualquiera de los anticuerpos anti-PD-
L1 descritos en el presente documento. Todavia en otro aspecto especifico, el vector comprende ademas 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 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.

IV. Preparacion de anticuerpos

Los procedimientos, kits y articulos de fabricacién proporcionados en el presente documento usan o incorporan un
anticuerpo que se une a PD-L1. Las técnicas ejemplares para generar y producir dichos anticuerpos se describen a
continuacion.

Preparacioén de antigenos

La forma soluble de PD-L1 (tal como el dominio extracelular) o fragmentos de la misma, opcionalmente conjugados
con otras moléculas, se puede usar como inmundégeno para generar anticuerpos anti-PD-L1 y/o para cribar
anticuerpos anti-PD-L1. De forma alternativa, las células que expresan PD-L1 se pueden usar como inmundgeno o
para el cribado. Dichas células se pueden derivar de una fuente natural (por ejemplo, lineas celulares de cancer) o
pueden ser células que se han transformado mediante técnicas recombinantes para expresar la molécula
transmembranaria. Otras formas de PD-L1 utiles para preparar y/o cribar anticuerpos anti-PD-L1seran evidentes para
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los expertos en la técnica.
Anticuerpos policlonales

Se producen preferentemente anticuerpos policlonales en animales por 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, SOCl2 0 R'N=C=NR, donde R
y R" son grupos alquilo diferentes.

Los animales se inmunizan frente al antigeno, conjugados inmundgenos o derivados combinando, por ejemplo, 100 ug
0 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 una dosis
de refuerzo a los animales con 1/5 a 1/10 de la cantidad original de péptido o conjugado en adyuvante completo de
Freund mediante inyeccion subcutdnea en multiples sitios. De siete a 14 dias méas tarde se extrae sangre de los
animales y el suero se somete a ensayo para determinar el valor de anticuerpos. Se administra una dosis de refuerzo
a los animales hasta la estabilizacién del valor. En algunos modos de realizacién, 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 de células recombinantes como fusiones
de proteinas. También se usan adecuadamente agentes de agregacion, tales como alumbre, para potenciar la
respuesta inmunitaria.

Anticuerpos monoclonales

Se obtienen anticuerpos monoclonales de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los
anticuerpos individuales que comprenden la poblaciéon son idénticos y/o se unen al mismo epitopo, excepto por
posibles variantes que puedan surgir durante la produccion del anticuerpo monoclonal, estando presentes, en general,
dichas variantes en cantidades escasas. Por tanto, el modificador "monoclonal” indica que el caracter del anticuerpo
no es una mezcla de anticuerpos discretos o policlonales.

Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales se pueden preparar usando el procedimiento de hibridoma descrito por
primera vez por Kohler et al., Nature, 256:495 (1975) o se pueden preparar por procedimientos de ADN recombinante
(patente de EE. UU. n.° 4.816.567).

En el procedimiento de hibridoma, un ratén u otro animal huésped apropiado, tal como un hamster, se inmuniza como
se describe en el presente documento para inducir linfocitos que producen o pueden producir anticuerpos que se
uniran especificamente a la proteina usada para la inmunizacion. De forma alternativa, los linfocitos se pueden
inmunizar in vitro. A continuacién, se fusionan los linfocitos con células de mieloma usando un agente de fusién
adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una célula de hibridoma (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles
and Practice, pags. 59-103 (Academic Press, 1986)).

Las células de hibridoma asi preparadas se siembran y cultivan en un medio de cultivo adecuado, por ejemplo, que
contenga preferentemente una o mas sustancias que inhiban el crecimiento o supervivencia de las células de mieloma
originales no fusionadas. Por ejemplo, si las células de mieloma originales estan desprovistas de la enzima
hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los hibridomas tipicamente
incluira hipoxantina, aminopterina y timidina (medio HAT), evitando dichas sustancias el crecimiento de células
carentes de HGPRT.

En algunos modos de realizacion, las células de mieloma son aquellas que se fusionan eficazmente, soportan una
produccién estable de alto nivel de anticuerpo mediante las células productoras de anticuerpos seleccionadas y son
sensibles a un medio tal como medio HAT. Entre estas, en algunos modos de realizacion, las lineas celulares de
mieloma son lineas de mieloma murino, tales como las derivadas de tumores de raton MOPC-21 y MPC-11 disponibles
del 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, Maryland, EE. UU. También se han descrito lineas celulares de
heteromieloma ratén-humano y mieloma humano para la produccién de anticuerpos monoclonales humanos (Kozbor,
J. Immunol., 133:3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-
63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987)).

El medio de cultivo en el que se cultivan las células de hibridoma se somete a ensayo para determinar la produccién
de anticuerpos monoclonales dirigidos frente al antigeno. En algunos modos de realizacion, se determina la
especificidad de unién de los anticuerpos monoclonales producidos por células de hibridoma mediante
inmunoprecipitacion o mediante un ensayo de unién in vitro, tal como radioinmunoanalisis (RIA) o ensayo de
inmunoadsorcion enzimatica (ELISA).
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La afinidad de union del anticuerpo monoclonal se puede determinar, por ejemplo, mediante el analisis de Scatchard
de 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 por procedimientos de dilucion limitante y cultivar por
procedimientos estandar (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pags. 59-103 (Academic Press,
1986)). 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-sefarosa, cromatografia con hidroxilapatita, electroforesis en gel, dialisis o cromatografia de
afinidad.

El ADN que codifica los anticuerpos monoclonales se aisla y secuencia faciimente usando procedimientos
convencionales (por ejemplo, usando sondas de oligonucleétidos que se pueden unir especificamente a genes que
codifican las cadenas pesada y ligera de anticuerpos murinos). En algunos modos de realizacién, las células de
hibridoma sirven como una fuente de dicho ADN. Una vez aislado, se puede disponer el ADN en vectores de expresion,
que, a continuacion, se transfectan en células huésped, tales como células de E. coli, células COS de simio, células
de ovario de hamster chino (CHO) o células de mieloma, que de otro modo no producen proteina inmunoglobulina,
para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales en las células huésped recombinantes. Los articulos de revision
sobre la expresion recombinante en bacterias de ADN que codifica el anticuerpo incluyen Skerra et al., Curr. Opinion
in Immunol. 5:256-262 (1993) y Plikthun, Immunol. Revs., 130:151-188 (1992).

Anticuerpos derivados de colecciones

Se pueden aislar anticuerpos o fragmentos de anticuerpo a partir de colecciones de fagos de anticuerpos generadas
usando las técnicas descritas en McCafferty et al., Nature 348:552-554 (1990). Clackson et al., Nature, 352:624-628
(1991) y Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991) describen el aislamiento de anticuerpos murinos y humanos,
respectivamente, usando colecciones de fagos. Las publicaciones posteriores describen la produccion de anticuerpos
humanos de alta afinidad (intervalo nM) por barajado de cadenas (Marks et al., Bio/Technology, 10:779-783 (1992)),
asi como la infeccion combinatoria y la recombinacion in vivo como una estrategia para construir colecciones de fagos
muy grandes (Waterhouse et al., Nuc. Acids. Res., 21:2265-2266 (1993)). Por tanto, estas técnicas son alternativas
viables a las técnicas tradicionales de hibridoma de anticuerpos monoclonales para el aislamiento de anticuerpos
monoclonales.

También se puede modificar el ADN, por ejemplo, sustituyendo la secuencia codificante para los dominios constantes
de la cadena pesada y ligera humana en lugar de las secuencias murinas homaélogas (patente de EE. UU. n.°
4.816.567; Morrison, et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 81:6851 (1984)), o uniendo de forma covalente a la secuencia
codificante de inmunoglobulina toda o parte de la secuencia codificante para un polipéptido distinto a inmunoglobulina.

Tipicamente, dichos polipéptidos distintos a inmunoglobulina se sustituyen con los dominios constantes de un
anticuerpo, o se sustituyen con los dominios variables de un sitio de combinacion con antigeno de un anticuerpo para
crear un anticuerpo bivalente quimérico que comprenda un sitio de combinacién con antigeno que tenga especificidad
por un antigeno y otro sitio de combinacién con antigeno que tenga especificidad por un antigeno diferente.

Se pueden aislar los anticuerpos de la invencion cribando colecciones combinatorias para determinar anticuerpos con
la actividad o actividades deseada(s). Por ejemplo, una variedad de procedimientos son conocidos en la técnica para
generar colecciones de presentacion en fagos y cribar dichas colecciones para seleccionar los anticuerpos que poseen
las caracteristicas de unidon deseadas, tales como los procedimientos descritos en el ejemplo 3. Los 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 reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y se recombinan aleatoriamente en colecciones de
fagos, que, a continuacion, se pueden cribar para determinar el fago de unién a antigeno como se describe en Winter
et al., Ann. Rev. 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 para el inmundgeno sin el requisito de construir hibridomas. De forma
alternativa, se puede clonar el repertorio sin exposicién 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
inmunizacién como se describe por Griffiths et al., EMBO J, 12: 725-734 (1993). Finalmente, también se pueden
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preparar sintéticamente colecciones sin exposicién 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.°®
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.

Anticuerpos quiméricos y humanizados

En determinados modos de realizacion, un anticuerpo proporcionado en el presente documento es un anticuerpo
quimeérico. Se describen determinados anticuerpos quiméricos, 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 regién 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 regiéon constante humana. En otro ejemplo, un anticuerpo
quimérico es un anticuerpo de "clase cambiada" en el que se ha cambiado la clase o subclase de la del anticuerpo
original. Los anticuerpos quiméricos incluyen fragmentos de union a antigeno de los mismos.

En determinados modos de realizacion, un anticuerpo quimérico es un anticuerpo humanizado. Tipicamente, un
anticuerpo no humano se humaniza para reducir la inmunogenicidad en humanos, reteniendo mientras 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 regién constante humana. En algunos modos de
realizacion, 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 procedimientos para humanizar anticuerpos no humanos se han descrito en la técnica. En algunos modos de
realizacién, un anticuerpo humanizado tiene uno o mas residuos aminoacidicos introducidos en el mismo desde una
fuente que es no humana. Estos residuos aminoacidicos no humanos se denominan a menudo residuos de
"importacion”, que se toman tipicamente de un dominio variable de "importacion". La humanizacién se puede realizar
esencialmente siguiendo el procedimiento de Winter y colaboradores (Jones et al., Nature 321:522-525 (1986),
Riechmann et al., Nature 332:323-327 (1988), Verhoeyen et al., Science 239:1534-1536 (1988)), sustituyendo las
secuencias de la region hipervariable por las correspondientes secuencias de un anticuerpo humano. En
consecuencia, dichos anticuerpos "humanizados" son anticuerpos quiméricos (patente de EE. UU. n.° 4.816.567) en
los que se ha sustituido sustancialmente menos de un dominio variable humano intacto por la secuencia
correspondiente de una especie no humana. En la practica, los anticuerpos humanizados son tipicamente anticuerpos
humanos en los que algunos residuos de la regién hipervariable y posiblemente algunos residuos de FR estan
sustituidos con residuos de sitios analogos en anticuerpos de roedor.

La eleccién de los dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, que se van a usar en la preparacion de
los anticuerpos humanizados es muy importante para reducir la antigenicidad. De acuerdo con el llamado
procedimiento de "mejor ajuste”, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor se criba frente a toda
la coleccién de secuencias conocidas de dominio variable humano. A continuacion, se acepta la secuencia humana
que es la mas préxima a la del roedor como la regién estructural (FR) humana para el anticuerpo humanizado (Sims
et al., J. Immunol. 151:2296 (1993); Chothia et al., J. Mol. Biol. 196:901 (1987)). Otro procedimiento usa una region
estructural particular derivada de la secuencia consenso de todos los anticuerpos humanos de un subgrupo particular
de regiones variables de la cadena ligera o pesada. Se puede usar la misma region estructural para varios anticuerpos
humanizados diferentes (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); Presta et al., J. Immnol., 151:2623
(1993)).

Es importante ademas que los anticuerpos se humanicen con retencién de alta afinidad por el antigeno y otras
propiedades bioldgicas favorables. Para lograr este objetivo, en algunos modos de realizacion de los procedimientos,
se preparan los anticuerpos humanizados mediante un procedimiento de analisis de las secuencias originales y
diversos productos humanizados conceptuales usando modelos tridimensionales de las secuencias originales y
humanizadas. Los modelos de inmunoglobulina tridimensionales estan disponibles comunmente y son conocidos por
los expertos en la técnica. Estan disponibles programas informaticos que ilustran y presentan estructuras
conformacionales tridimensionales probables de secuencias de inmunoglobulina candidatas seleccionadas. La
inspeccion de estas presentaciones permite el analisis del probable papel de los residuos en el funcionamiento de la
secuencia de inmunoglobulina candidata, es decir, el andlisis de residuos que influyen en la capacidad de la
inmunoglobulina candidata de unirse a su antigeno. De esta forma, se pueden seleccionar y combinar residuos de FR
a partir de las secuencias receptoras y de importacion de modo que se logre la caracteristica de anticuerpo deseada,
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tal como una afinidad incrementada por el/los antigeno(s) diana. En general, los residuos de la region hipervariable
estan directamente y mas sustancialmente implicados en la influencia en la unién a antigeno.

Las secuencias de CDR anteriores estan en general presentes dentro de secuencias estructurales pesada variable y
ligera variable humana, tales como sustancialmente los residuos FR consenso humanos del subgrupo | kappa de la
cadena ligera humana (V.6l), y sustancialmente los residuos FR consenso humanos del subgrupo de la cadena
pesada humana Il (Vulll). Véase también el documento WO 2004/056312 (Lowman et al.).

En algunos modos de realizacion, la region pesada variable se puede unir a una regién constante de la cadena de
IgG humana, en la que la regién puede ser, por ejemplo, IgG1 o IgG3, incluyendo la secuencia natural y regiones
constantes variantes.

En algunos modos de realizacion, el anticuerpo en el presente documento puede comprender ademas al menos una
sustitucion aminoacidica en la regiéon Fc que mejora la actividad ADCC, tal como una en la que las sustituciones
aminoacidicas estan en las posiciones 298, 333 y 334, preferentemente S298A, E333A y K334A, usando la
numeracion EU de residuos de la cadena pesada. Véase también la patente de EE. UU. n.° 6.737.056B1, Presta.
Cualquiera de estos anticuerpos puede comprender al menos una sustitucion en la regién Fc que mejora la unién a
FcRn o la semivida en suero, por ejemplo, una sustitucién en la posicion 434 de la cadena pesada, tal como N434W.
Véase también la patente de EE. UU. n.° 6.737.056B1, Presta. Cualquiera de estos anticuerpos puede comprender
ademas al menos una sustitucion aminoacidica en la regién Fc que aumenta la actividad CDC, por ejemplo, que
comprende al menos una sustitucién en la posicion 326, preferentemente K326A o K326W. Véase también la patente
de EE. UU. n.° 6.528.624B1 (Idusogie et al.).

Anticuerpos humanos

De forma alternativa a la humanizacion, se pueden generar anticuerpos humanos. Por ejemplo, ahora es posible
producir animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que, después de la inmunizacién, pueden producir un repertorio
completo de anticuerpos humanos en ausencia de produccion endégena de inmunoglobulina. Por ejemplo, se ha
descrito que la delecién homocigotica del gen de la region de uniédn de la cadena pesada de anticuerpo (JH) en ratones
mutantes quiméricos y de linea germinal da como resultado la inhibicion completa de la produccion de anticuerpos
enddgenos. La transferencia de la matriz génica de inmunoglobulina de linea germinal humana a dichos ratones
mutantes de linea germinal dara como resultado la produccion de anticuerpos humanos tras la exposicién a antigeno.
Véanse, por ejemplo, Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:2551 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362:255-
258 (1993); Bruggermann et al., Year in Immuno. 7:33 (1993); y las patentes de EE. UU. n.°s 5.591.669; 5.589.369 y
5.545.807.

De forma alternativa, se puede usar la tecnologia de presentacion en fagos (McCafferty et al., Nature 348:552-553
(1990)) para producir anticuerpos humanos y fragmentos de anticuerpo in vitro a partir de repertorios de genes de
dominio variable (V) de inmunoglobulina de donantes no inmunizados. De acuerdo con esta técnica, los genes de
dominio V de anticuerpo se clonan sin cambio de pauta de lectura en un gen de proteina de la capside mayor o bien
menor de un bacteriéfago filamentoso, tal como M13 o fd, y se presentan como fragmentos de anticuerpo funcional
en la superficie de la particula de fago. Debido a que la particula filamentosa contiene una copia de ADN
monocatenario del genoma del fago, las selecciones basadas en las propiedades funcionales del anticuerpo también
dan como resultado la seleccion del gen que codifica el anticuerpo que presenta esas propiedades. Por tanto, el fago
imita algunas de las propiedades del linfocito B. La presentacion en fagos se puede realizar en una variedad de
formatos; para su revision véase, por ejemplo, Johnson, Kevin S. y Chiswell, David J., Current Opinion in Structural
Biology 3:564-571 (1993). Se pueden usar varias fuentes de segmentos de genes V para la presentacion en fagos.
Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991) aislaron una matriz diversa de anticuerpos antioxazolona a partir de una
pequefia coleccion combinatoria aleatoria de genes V derivados de los bazos de ratones inmunizados. Se puede
construir un repertorio de genes V de donantes humanos no inmunizados y se pueden aislar anticuerpos con respecto
a una matriz diversa de antigenos (incluyendo autoantigenos) siguiendo esencialmente las técnicas descritas por
Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991) o Giriffith et al., EMBO J. 12:725-734 (1993). Véanse también las patentes
de EE. UU. n.°® 5.565.332 y 5.573.905.

Los anticuerpos humanos también se pueden generar por linfocitos B activados in vitro (véanse las patentes de
EE. UU. 5.567.610 y 5.229.275).

Fragmentos de anticuerpo

Se han desarrollado diversas técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpo. Tradicionalmente, estos
fragmentos se derivaron por medio de digestion proteolitica de anticuerpos intactos (véanse, 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. Por
ejemplo, se pueden aislar los fragmentos de anticuerpo de las colecciones de fagos de anticuerpos analizadas
anteriormente. De forma alternativa, los fragmentos Fab'-SH se pueden recuperar directamente de E. coli y acoplar
quimicamente para formar fragmentos F(ab')z (Carter et al., Bio/Technology 10:163-167 (1992)). De acuerdo con otro
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enfoque, se pueden aislar directamente fragmentos F(ab')z del cultivo de células huésped recombinantes. Otras
técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpo seran evidentes para el experto en la técnica. En otros modos
de realizacion, el anticuerpo de eleccion es un fragmento Fv monocatenario (scFv). Véanse el documento WO
93/16185; la patente de EE. UU. n.° 5.571.894 y la patente de EE. UU. n.° 5.587.458. El fragmento de anticuerpo
puede ser también un "anticuerpo lineal", por ejemplo, como se describe en la patente de EE. UU. 5.641.870. Dichos
fragmentos de anticuerpo lineal pueden ser monoespecificos o biespecificos.

Anticuerpos multiespecificos

Los "anticuerpos multiespecificos" tienen especificidades de unién a al menos dos epitopos diferentes, donde los
epitopos son normalmente de diferentes antigenos. Si bien dichas moléculas normalmente solo se unirdn a dos
epitopos diferentes (es decir, anticuerpos biespecificos, BsAb), los anticuerpos con especificidades adicionales tales
como anticuerpos triespecificos se engloban en esta expresion 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')z).

En la técnica son conocidos procedimientos para preparar anticuerpos biespecificos. La produccién 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 (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 purificacion de la molécula correcta, que se realiza normalmente mediante etapas
de 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 interactda 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 "botén" 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 algunos modos de realizacion, el
ojal tiene un tamafo idéntico o similar al botén y esta situado adecuadamente de modo que, cuando las dos interfases
interactuan, el botén de una interfase se puede situar en el ojal correspondiente de la otra interfase. Sin quedar
vinculado a teoria alguna, se cree que esto estabiliza el heteromultimero y favorece la formacion del heteromultimero
sobre otras especies, por ejemplo, homomultimeros. En algunos modos de realizacion, este enfoque se puede usar
para promover la heteromultimerizacion de dos polipéptidos de inmunoglobulina diferentes, creando un anticuerpo
biespecifico que comprende dos polipéptidos de inmunoglobulina con especificidades de unién para diferentes
epitopos.

En algunos modos de realizacién, se puede construir un botén reemplazando una pequefia cadena lateral
aminoacidica con una cadena lateral mas grande. En algunos modos de realizacién, 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 &cido nucleico pueden incluir técnicas estandar de biologia molecular bien conocidas en la técnica.
Los volumenes de cadena lateral de diversos residuos aminoacidicos se muestran en la siguiente tabla. En algunos
modos de realizacion, 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 importacién para formar un botén son
aminoacidos naturales y pueden incluir arginina, fenilalanina, tirosina y triptéfano. En algunos modos de realizacion,
los residuos originales tienen un gran volumen de cadena lateral (por ejemplo, arginina, fenilalanina, tirosina y
triptéfano), y los residuos de importacién 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 letra |Masa? (dalton) Volumen® (A%) |Area de superficie accesible®
(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

29



10

15

20

25

ES 2 810 700 T3

Aminoacido Abreviatura de una letra |Masa? (dalton) Volumen® (A3) ﬁtga de superficie accesible®
(A%)
Acido aspartico (Asp) |D 115,09 1111 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
Valina (Val) \Y, 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 algunos modos de realizacion, los residuos originales para formar un botdn 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 algunos modos de realizacion, la interfase es el
dominio CH3 de un dominio constante de inmunoglobulina. En estos modos de realizacion, la interfase CH3/CH3 de
IgG1 humana implica dieciséis residuos en cada dominio localizado en cuatro hebras B antiparalelas. Sin quedar
vinculado a teoria alguna, los residuos mutados se localizan preferentemente en las dos hebras [ antiparalelas
centrales para minimizar el riesgo de que el disolvente circundante se pueda acomodar en los botones, en lugar de
los ojales compensatorios en el dominio CH3 compaiiero. En algunos modos de realizacién, 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 posicién 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 algunos modos de realizacion, un polipéptido de inmunoglobulina comprende un dominio CH3 que comprende una
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0 mas sustituciones aminoacidicas enumeradas en la tabla 2 anterior. En algunos modos de realizacién, 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 mutacion del ADN como se analiza anteriormente, los polinucleétidos 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.°s 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 algunos
modos de realizacién, dos cepas de células huésped bacterianas (una que expresa un polipéptido de inmunoglobulina
con un botdn y la otra que expresa un polipéptido de inmunoglobulina con un ojal) se cocultivan usando técnicas de
cultivo bacteriano estdndar conocidas en la técnica. En algunos modos de realizacién, las dos cepas se pueden
mezclar en una proporcion especifica, por ejemplo, para lograr niveles de expresion iguales en cultivo. En algunos
modos de realizacion, las dos cepas se pueden mezclar en una proporcion de 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 tamafo. En algunos modos de realizacion, 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 reoxidizando los polipéptidos. Los anticuerpos
biespecificos formados se pueden purificar usando técnicas estandar que incluyen cromatografia de intercambio
catiénico y medir usando técnicas estandar que incluyen cromatografia de exclusion por tamafio. Para una descripcion
mas detallada de estos procedimientos, véase Spiess et al., Nat. Biotechnol 31:753-8, 2013. En algunos modos de
realizacion, 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 unién deseadas
(sitios de combinacién anticuerpo-antigeno) se fusionan a secuencias de dominio constante de inmunoglobulina. La
fusion es preferentemente con un dominio constante de la cadena pesada de inmunoglobulina, que comprende al
menos parte de las regiones bisagra, CH2 y CH3. Es tipico que la primera regiéon constante de la cadena pesada
(CH1) contenga el sitio necesario para la union 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 modos de realizacion en los que proporciones desiguales de las tres cadenas de polipéptido usadas en
la construccion proporcionan los rendimientos éptimos. Sin embargo, es posible insertar las secuencias codificantes
para dos o las tres cadenas de polipéptido en un vector de expresion cuando la expresion de al menos dos cadenas
de polipéptido en proporciones iguales da como resultado altos rendimientos o cuando las proporciones no son de
particular importancia.

En un modo de realizacion 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 unién) 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 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 W0O96/27011, se puede genomanipular la interfase entre un
par de moléculas de anticuerpo para maximizar el porcentaje de heterodimeros que se recuperan del cultivo de células
recombinantes. Una interfase comprende al menos una parte del dominio Cx3 de un dominio constante de anticuerpo.
En este procedimiento, una o mas cadenas laterales de aminoacidos pequefias de la interfase de la primera molécula
de anticuerpo se reemplazan por cadenas laterales mas grandes (por ejemplo, tirosina o triptéfano). Se crean
"cavidades" compensatorias de tamafio idéntico o similar a la(s) cadena(s) lateral(es) grande(s) en la interfase de la
segunda molécula de anticuerpo sustituyendo las cadenas laterales de aminoacidos grandes por otras mas pequefas
(por ejemplo, alanina o treonina). Esto proporciona un mecanismo para incrementar el rendimiento del heterodimero
frente a otros productos finales no deseados, tales como homodimeros.
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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 infeccién por el VIH (documentos WO 91/00360, WO 92/200373 y EP 03089). Se pueden preparar
anticuerpos heteroconjugados usando cualquier procedimiento de reticulacion 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 varias 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 un enlace quimico. Brennan et al.,
Science, 229: 81 (1985) describen un procedimiento en el que los anticuerpos intactos se escinden proteoliticamente
para generar fragmentos F(ab')2. Estos fragmentos se reducen en presencia del agente que forma complejos con ditiol
arsenito de sodio para estabilizar los ditioles vecinos y evitar la formacion de disulfuro intermolecular. A continuacion,
los fragmentos Fab' generados se convierten en derivados de tionitrobenzoato (TNB). A continuacién, 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 recuperacién directa de fragmentos Fab'-SH de E. coli, que se pueden acoplar
quimicamente para formar anticuerpos biespecificos. Shalaby ef al., J. Exp. Med., 175: 217-225 (1992) describen la
produccion de una molécula de F(ab')2 de anticuerpo biespecifico completamente 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 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 las cremalleras de leucina de las
proteinas Fos y Jun se enlazaron a las partes Fab' de dos anticuerpos diferentes por fusion génica. Los homodimeros
de anticuerpo se redujeron en la region bisagra para formar monémeros y, a continuacion, se volvieron a oxidar para
formar los heterodimeros de anticuerpo. Este procedimiento también se puede utilizar para la produccion 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 (VH) conectado a un dominio
variable de la cadena ligera (VL) por 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 V4 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 BIiTE® (véanse, por ejemplo, los documentos W02004/106381, W0O2005/061547, WO2007/042261 y
W02008/119567). 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 la cadena pesada variable (V1) y uno de la 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 acopla con su epitopo afin.
Un modo de realizacién 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 EP1691833)
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
solucién 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 exclusién por tamafo para separar monémeros de
especies multiméricas.

La tecnologia de "diacuerpo" 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 (V) conectado a un dominio variable de la cadena ligera (VL)
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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
Vu complementarios de otro fragmento, formando de este modo dos sitios de uniéon 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).

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

Anticuerpos conjugados o modificados de otro modo

El anticuerpo usado en los procedimientos o incluido en los articulos de fabricacion en el presente documento se
conjuga opcionalmente con un agente citotoxico. Por ejemplo, el anticuerpo se puede conjugar con un farmaco como
se describe en el documento W02004/032828.

Los agentes quimioterapicos utiles en la generacion de dichos conjugados anticuerpo-agente citotdxico se han descrito
anteriormente.

Los conjugados de un anticuerpo y una o mas toxinas de moléculas pequefas, tales como una calicheamicina, una
maytansina (patente de EE. UU. n.° 5.208.020), un tricoteno y CC1065 también se contemplan en el presente
documento. En un modo de realizacion de la invencion, el anticuerpo se conjuga con una 0 mas moléculas de
maytansina (por ejemplo, de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 moléculas de maytansina por molécula de
anticuerpo). La maytansina se puede convertir, por ejemplo, en May-SS-Me, que se puede reducir a May-SH3 y
reaccionar con anticuerpo modificado (Chari et al., Cancer Research 52: 127-131 (1992)) para generar un conjugado
maytansinoide-anticuerpo.

De forma alternativa, el anticuerpo se conjuga con una o mas moléculas de calicheamicina. Los antibiéticos de la
familia de calicheamicina pueden producir roturas en el ADN bicatenario en concentraciones subpicomolares. Los
analogos estructurales de calicheamicina que se pueden usar incluyen, pero no se limitan a, y1', a2', as', N-acetil-y1,
PSAG y 6" (Hinman et al., Cancer Research 53: 3336-3342 (1993) y Lode et al., Cancer Research 58: 2925-2928
(1998)).

Las toxinas enzimaticamente activas y los fragmentos de las mismas que se pueden usar incluyen la cadena A de
difteria, fragmentos activos de no unién de la toxina de difteria, cadena A de exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa),
cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas
de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), inhibidor de momordica charantia, curcina,
crotina, inhibidor de saponatria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina y los tricotecenos.
Véase, por ejemplo, el documento WO 93/21232 publicado el 28 de octubre de 1993.

La presente invencion contempla ademas anticuerpos conjugados con un compuesto con actividad nucleolitica (por
ejemplo, una ribonucleasa o una ADN endonucleasa tal como una desoxirribonucleasa; DNasa).

Esta disponible una variedad de isétopos radioactivos para la produccion de anticuerpos radioconjugados. Los
ejemplos incluyen At?", |31 125 Y90 Re'8 Re'8 Sm'%3, Bi?'2, P32 ¢ isotopos radioactivos de Lu.

Los conjugados del anticuerpo y el agente citotdéxico se pueden preparar usando una variedad de agentes de
acoplamiento de proteinas bifuncionales tales como 3-(2-piridilditiol)propionato de N-succinimidilo (SPDP), 4-(N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo, iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres
(tales como adipimidato de dimetilo HCI), ésteres activos (tales como suberato de disuccinimidilo), aldehidos (tales
como glutaraldehido), compuestos bis-azido (tales como bis(p-azidobenzoil)hexanodiamina), derivados de bis-
diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)etilendiamina), diisocianatos (tales como toluen-2,6-diisocianato) y
compuestos de fluor bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, se puede preparar una
inmunotoxina de ricina, como se describe en Vitetta et al., Science 238:1098 (1987). El acido 1-isotiocianatobencil-3-
metildietilentriaminopentaacético (MX-DTPA) marcado con carbono 14 es un agente quelante ejemplar para la
conjugacion del radionuclido al anticuerpo. Véase el documento W094/11026. El conector puede ser un "conector
escindible" que facilite la liberacidén de un farmaco citotdxico en la célula. Por ejemplo, se puede usar un conector labil
en acido, un conector sensible a peptidasa, un conector de dimetilo o un conector que contiene disulfuro (Chari et al.,
Cancer Research 52: 127-131 (1992)).

De forma alternativa, se puede hacer una proteina de fusidon que comprende el anticuerpo y el agente citotéxico, por
ejemplo, mediante técnicas recombinantes o sintesis de péptidos.

Aun en otro modo de realizacion, el anticuerpo se puede conjugar con un "receptor” (tal como estreptavidina) para su
utilizacién en la preseleccion tumoral en el que el conjugado anticuerpo-receptor se administra al paciente, seguido
de la retirada del conjugado no unido de la circulacién usando un agente de aclaramiento y, a continuacion la
administracion de un "ligando" (por ejemplo, avidina) que se conjuga con un agente citotoxico (por ejemplo, un
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radionucleotido).

Los anticuerpos de la presente invencion también se pueden conjugar con una enzima activadora de profarmaco que
convierte un profarmaco (por ejemplo, un agente quimioterapico de peptidilo, véase el documento WO 81/01145) en
un farmaco antineoplasico activo. Véase, por ejemplo, el documento WO 88/07378 y la patente de EE. UU. n.°
4.975.278.

El componente enzimatico de dichos conjugados incluye cualquier enzima que pueda actuar sobre un profarmaco de
tal manera que lo convierta en su forma citotdxica mas activa.

Las enzimas que son utiles en el procedimiento de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, fosfatasa
alcalina, util para convertir profarmacos que contienen fosfato en farmacos libres; arilsulfatasa, util para convertir
profarmacos que contienen sulfato en farmacos libres; citosina desaminasa, util para convertir 5-fluorocitosina no
téxica en el farmaco antineoplasico, 5-fluorouracilo; proteasas, tales como proteasa de Serratia, termolisina,
subtilisina, carboxipeptidasas y catepsinas (tales como catepsinas B y L), que son utiles para convertir profarmacos
que contienen péptidos en farmacos libres; D-alanilcarboxipeptidasas, Utiles para convertir profarmacos que contienen
sustituyentes de D-aminoacidos; enzimas que escinden hidratos de carbono, tales como B-galactosidasa y
neuraminidasa, Utiles para convertir profarmacos glucosilados en farmacos libres; B-lactamasa, util para convertir
farmacos derivatizados con -lactamas en farmacos libres; y penicilina amidasas, tales como penicilina V amidasa o
penicilina G amidasa, utiles para convertir farmacos derivatizados en sus nitrégenos aminicos con grupos fenoxiacetilo
o fenilacetilo, respectivamente, en farmacos libres. De forma alternativa, se pueden usar anticuerpos con actividad
enzimatica, también conocidos en la técnica como "accimas", para convertir los profarmacos de la invencion en
farmacos activos libres (véase, por ejemplo, Massey, Nature 328: 457-458 (1987)). Los conjugados anticuerpo-accima
se pueden preparar como se describe en el presente documento para el suministro de la accima a una poblacién de
células tumorales.

Las enzimas de la presente divulgacion se pueden unir covalentemente al anticuerpo mediante técnicas bien
conocidas en la técnica, tales como el uso de los reactivos de reticulacion heterobifuncionales analizados
anteriormente. De forma alternativa, las proteinas de fusion que comprenden al menos la regién de unién a antigeno
de un anticuerpo de la invencién enlazado a al menos una parte funcionalmente activa de una enzima de la divulgacion
se pueden construir usando técnicas de ADN recombinante bien conocidas en la técnica (véase, por ejemplo,
Neuberger et al., Nature, 312: 604-608 (1984)).

Otras modificaciones del anticuerpo se contemplan en el presente documento. Por ejemplo, el anticuerpo se puede
enlazar a uno de una variedad de polimeros no proteicos, por ejemplo, polietilenglicol (PEG), polipropilenglicol,
polioxialquilenos o copolimeros de polietilenglicol y polipropilenglicol. En algunos modos de realizacion, los fragmentos
de anticuerpos, tales como Fab', se enlazan a una o mas moléculas de PEG.

Los anticuerpos divulgados en el presente documento también se pueden formular como liposomas. Los liposomas
que contienen el anticuerpo se preparan mediante procedimientos conocidos en la técnica, tal como se describe en
Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4030 (1980);
patentes de EE. UU. n.° 4.485.045 y 4.544.545; y el documento WQ97/38731 publicado el 23 de octubre de 1997. Se
divulgan liposomas con tiempo en circulacion potenciado en la patente de EE. UU. n.° 5.013.556.

Se pueden generar liposomas utiles en particular mediante el procedimiento de evaporacién en fase inversa con una
composicion lipidica que comprende fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivatizada con PEG (PEG-
PE). Se extruyen liposomas a través de filtros de tamafio de poro definido para producir liposomas con el diametro
deseado. Se pueden conjugar fragmentos Fab' del anticuerpo de la presente invencion con los liposomas como se
describe en Martin et al. J. Biol. Chem. 257: 286-288 (1982) por medio de una reaccién de intercambio de disulfuro.
Opcionalmente un agente quimioterapico esta contenido dentro del liposoma. Véase Gabizon et al., J. National Cancer
Inst. 81(19)1484(1989).

Variantes de anticuerpos

Se contemplan una modificacién/modificaciones en la secuencia de aminoacidos del anticuerpo. Por ejemplo, puede
ser deseable mejorar la afinidad de unién y/u otras propiedades biolégicas del anticuerpo. Las variantes de secuencia
aminoacidica del anticuerpo se preparan introduciendo cambios nucleotidicos apropiados en el acido nucleico del
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 realiza
cualquier combinacién de delecion, inserciéon y sustitucién para llegar a la construcciéon final, siempre que la
construccion final posea las caracteristicas deseadas. Los cambios de aminoacidos también pueden alterar los
procesos postraduccionales del anticuerpo, tales como cambiar el nimero o posicidn de sitios de glucosilacion.

Un procedimiento util para la identificacion de determinados residuos o regiones del anticuerpo que son localizaciones

preferentes para la mutagénesis se llama "mutagénesis por barrido de alanina" como se describe por Cunningham
and Wells Science, 244:1081-1085 (1989). Aqui, un residuo o grupo de residuos diana (por ejemplo, residuos
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cargados, tales como Arg, Asp, His, Lys y Glu) se identifica y remplaza por un aminoacido neutro o cargado
negativamente (lo mas preferentemente alanina o polialanina) para que afecten a la interaccion de los aminoacidos
con el antigeno. Esas localizaciones de aminoacidos que demuestran sensibilidad funcional a las sustituciones se
refinan, a continuacion, introduciendo variantes adicionales u otras en, o para, los sitios de sustitucion. Por tanto,
aunque el sitio para introducir una variacion de secuencia aminoacidica esta predeterminado, la naturaleza de la
mutacion per se no estd necesariamente predeterminada. Por ejemplo, para analizar el funcionamiento de una
mutacion en un sitio dado, se realiza una mutagénesis aleatoria o por barrido de Ala en el coddn o region diana y se
criban las variantes de anticuerpo expresadas para determinar la actividad deseada.

Las inserciones en la secuencia de aminoacidos incluyen fusiones amino y/o carboxiterminales que varian en longitud
de 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 o el anticuerpo fusionado a un polipéptido citotdxico. Otras variantes de insercion de la molécula
de anticuerpo incluyen la fusion al extremo N o C del anticuerpo de una enzima o un polipéptido que incrementa la
semivida en suero del anticuerpo.

Otro tipo de variante es una variante de sustitucién aminoacidica. Estas variantes tienen al menos un residuo
aminoacidico en la molécula de anticuerpo reemplazado por un residuo diferente. Los sitios de mayor interés para la
mutagénesis por sustitucion de anticuerpo de los anticuerpos incluyen las regiones hipervariables, pero también se
contemplan alteraciones en FR. Se muestran sustituciones conservadoras en la tabla 3 bajo el encabezado
"sustituciones preferentes". Si dichas sustituciones dan como resultado un cambio en la actividad biolégica, entonces
se pueden introducir mas cambios sustanciales, denominados "sustituciones ejemplares” en la tabla 3, y cribar los
productos.

TABLA 3: SUSTITUCIONES AMINOACIDICAS CONSERVADORAS

Residuo original Sustituciones ejemplares Sustituciones preferentes
Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; GIn; Asn Lys
Asn (N) Gin; His; Asp, Lys; Arg Gin
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
GiIn (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

Se consiguen modificaciones sustanciales en las propiedades biolégicas del anticuerpo seleccionando sustituciones
que difieran significativamente en su efecto sobre el mantenimiento de (a) la estructura de la cadena principal del
polipéptido en el area de sustitucion, por ejemplo, como una conformacion de ldmina o hélice, (b) la carga o hidrofobia
de la molécula en el sitio diana o (c) el volumen de la cadena lateral. Los aminoacidos se pueden agrupar de acuerdo
con las similitudes en las propiedades de sus cadenas laterales (en A. L. Lehninger, en Biochemistry, segunda ed.,
pp. 73-75, Worth Publishers, Nueva York (1975)):

(1) no polares: Ala (A), Val (V), Leu (L), lle (1), Pro (P), Phe (F), Trp (W), Met (M)

(2) polares no cargados: Gly (G), Ser (S), Thr (T), Cys (C), Tyr (Y), Asn (N), GIn (Q)
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(3) acidos: Asp (D), Glu (E)
(4) basicos: Lys (K), Arg (R), His(H)

De forma alternativa, los residuos naturales se pueden dividir en grupos basados en propiedades de cadena lateral
comunes:

(1) hidréfobos: norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) hidrdfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, GIn;

(3) acidos: Asp, Glu;

(4) basicos: His, Lys, Arg;

(5) residuos que influyen en la orientacién de la cadena: Gly, Pro;

(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

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

Cualquier residuo de cisteina no implicado en el mantenimiento de la conformacién apropiada del anticuerpo también
se puede sustituir, en general, con serina, para mejorar la estabilidad oxidativa de la molécula y prevenir la reticulacion
andémala. Por el contrario, se puede(n) afiadir enlace(s) de cisteina al anticuerpo para mejorar su estabilidad (en
particular, si el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo tal como un fragmento Fv).

Un tipo de variante de sustitucion preferente en particular implica sustituir uno o mas residuos de la region hipervariable
de un anticuerpo original. En general, la(s) variante(s) resultante(s) seleccionada(s) para su desarrollo adicional
tendra(n) propiedades bioldgicas mejoradas con respecto al anticuerpo original a partir del que se generan. Una
manera conveniente de generar dichas variantes de sustitucion es la maduracion de la afinidad usando presentacion
en fagos. En resumen, se mutan varios sitios de la regién hipervariable (por ejemplo, 6-7 sitios) para generar todas
las posibles sustituciones de aminoacido en cada sitio. Las variantes de anticuerpo generadas asi se presentan de
una forma monovalente a partir de particulas de fagos filamentosos como fusiones con el producto del gen Ill de M13
empaquetadas en cada particula. Las variantes presentadas en fagos se criban a continuacién por su actividad
bioldgica (por ejemplo, afinidad de unién) como se divulga en el presente documento. Para identificar los sitios de la
region hipervariable candidatos para la modificacidon, se puede realizar mutagénesis por barrido de alanina para
identificar los residuos de la regiodn hipervariable que contribuyan significativamente a la unién a antigeno. De forma
alternativa, o adicionalmente, puede ser beneficioso analizar una estructura cristalina del complejo antigeno-
anticuerpo para identificar los puntos de contacto entre el anticuerpo y el antigeno. Dichos residuos de contacto y
residuos cercanos son candidatos para la sustitucion de acuerdo con las técnicas detalladas en el presente
documento. Una vez que se generan dichas variantes, el panel de variantes se criba como se describe en el presente
documento y se pueden seleccionar anticuerpos con propiedades superiores en uno o mas ensayos pertinentes para
su desarrollo adicional.

Otro tipo de variante de aminoacidos del anticuerpo altera el patron de glucosilacién original del anticuerpo. Dicha
alteracion incluye la delecidon de uno o0 mas restos glucidicos encontrados en el anticuerpo y/o adicion de uno o mas
sitios de glucosilacion que no estan presentes en el anticuerpo.

La glucosilaciéon de polipéptidos es tipicamente con enlace N o bien con enlace O. Con enlace 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 glucosilacién potencial.
La glucosilaciéon con enlace 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 adicion de sitios de glucosilacion al anticuerpo se logra convenientemente alterando la secuencia aminoacidica de
tal manera que contenga una o mas de las secuencias tripeptidicas descritas anteriormente (para sitios de
glucosilacion con enlaces N). La alteracion también se puede realizar mediante la adicion de, o sustitucion con, uno o
mas residuos de serina o treonina con respecto a la secuencia del anticuerpo original (para sitios de glucosilacion con
enlace O).

Si el anticuerpo comprende una regiéon Fc, se puede alterar el carbohidrato unido a la misma. Por ejemplo, los

anticuerpos con una estructura de carbohidratos maduros que carece de fucosa unida a una region Fc del anticuerpo
se describen en la solicitud de patente de EE. UU. n.° US 2003/0157108 A1 (Presta, L.); véase también el documento
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US 2004/0093621 A1 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd) sobre una composicion de anticuerpo CD20. Se referencian
anticuerpos con una N-acetilglucosamina (GIcNAc) de biseccidon en el carbohidrato unido a una region Fc del
anticuerpo en el documento WO03/011878, Jean-Mairet et al. y la patente de EE. UU. n.° 6.602.684, Umana et al.. Se
informa de anticuerpos con al menos un residuo de galactosa en el oligosacarido unido a una regién Fc del anticuerpo
en el documento WO97/30087 (Patel et al.); véanse también los documentos W0O98/58964 (Raju, S.) y W099/22764
(Raju, S.) referentes a anticuerpos con carbohidratos alterados unidos a la region Fc de los mismos.

En algunos modos de realizacion, la variante de glucosilacién en el presente documento comprende una region Fc,
en la que una estructura glucidica unida a la regién Fc carece de fucosa. Dichas variantes tienen una funcion ADCC
mejorada. Opcionalmente, la region Fc comprende ademas una o mas sustituciones aminoacidicas en la misma que
mejoran adicionalmente la ADCC, por ejemplo, sustituciones en las posiciones 298, 333 y/o 334 de la region Fc
(numeracién Eu de residuos). Los ejemplos de publicaciones relacionadas con anticuerpos "desfucosilados" o
"carentes de fucosa" incluyen: la solicitud de patente de EE. UU. N.° US 2003/0157108 A1, Presta, L; el documento
WO 00/61739A1; el documento WOO01/29246A1; el documento US2003/0115614A1; el documento
US2002/0164328A1; el documento US2004/0093621A1; el documento US2004/0132140A1; el documento
US2004/0110704A1; el documento US2004/0110282A1; el documento US2004/0109865A1; el documento
WOO03/085119A1; el documento WO03/084570A1; el documento WO2005/035778; el documento W0O2005/035586
(que describen la inhibicion de ARN (ARNi) de fucosilacién); 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 producen anticuerpos
desfucosilados incluyen células CHO Lec 13 carentes de fucosilacion de proteinas (Ripka et al., Arch. Biochem.
Biophys. 249:533-545 (1986); solicitud de patente de EE. UU. n.° US 2003/0157108 A1, Presta, L; y documento WO
2004/056312 A1, Adams et al., especialmente en el ejemplo 11) y lineas celulares atenuadas, tales como células CHO
con el gen alfa-1,6-fucosiltransferasa, FUTS, atenuado (Yamane-Ohnuki et al., Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004)).

Las moléculas de acido nucleico que codifican variantes de secuencias de aminoacidos del anticuerpo se preparan
mediante diversos procedimientos conocidos en la técnica. Estos procedimientos incluyen, pero no se limitan a, el
aislamiento de una fuente natural (en el caso de las variantes de secuencia de aminoacidos de origen natural) o la
preparacion por mutagénesis mediada por oligonucledétido (o dirigida a sitio), mutagénesis por PCR y mutagénesis de
modulo de una variante anterior preparada o una versién no variante del anticuerpo.

Puede ser deseable modificar el anticuerpo de la invencion con respecto a la funcién efectora, por ejemplo, para
potenciar la citotoxicidad celular dependiente de antigeno (ADCC) y/o la citotoxicidad dependiente de complemento
(CDC) del anticuerpo. Esto se puede lograr introduciendo una o mas sustituciones aminoacidicas en una regién Fc de
un anticuerpo. De forma alternativa o adicionalmente, se puede(n) introducir residuo(s) de cisteina en la region Fc,
permitiendo de este modo la formacién de enlaces disulfuro intercatenarios en esta regién. Por tanto, el anticuerpo
homodimérico generado puede tener una capacidad de internalizacién mejorada y/o una destruccion celular mediada
por el complemento y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) incrementadas. Véase Caron et al., J.
Exp Med. 176:1191-1195 (1992) y Shopes, B. J. Immunol. 148:2918-2922 (1992). También se pueden preparar
anticuerpos homodiméricos con actividad antitumoral potenciada usando agentes de reticulacion heterobifuncionales
como se describe en Wolff et al., Cancer Research 53:2560-2565 (1993). De forma alternativa, se puede
genomanipular un anticuerpo que tenga regiones Fc dobles y, de este modo, pueda tener capacidades de lisis
mediada por el complemento y de ADCC potenciadas. Véase Stevenson et al., Anti-Cancer Drug Design 3:219-230
(1989).

El documento WO 00/42072 (Presta, L.) describe anticuerpos con funcion ADCC mejorada en presencia de células
efectoras humanas, donde los anticuerpos comprenden sustituciones aminoacidicas en la region Fc de los mismos.
En algunos modos de realizacion, el anticuerpo con ADCC mejorada comprende sustituciones en las posiciones 298,
333 y/o 334 de la regidn Fc. En algunos modos de realizacion, la region Fc alterada es una region Fc de IgG1 humana
que comprende o consiste en sustituciones en una, dos o tres de estas posiciones.

Los anticuerpos con unién a C1q y/o citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) alteradas se describen en el
documento W099/51642, patente de EE. UU. n.° 6.194.551B1, la patente de EE. UU. n.° 6.242.195B1, patente de
EE. UU. n.° 6.528.624B1 y patente de EE. UU. n.° 6.538.124 (Idusogie et al.). Los anticuerpos comprenden una
sustitucion aminoacidica en una o mas de las posiciones de aminoacido 270, 322, 326, 327, 329, 313, 333 y/o 334 de
la region Fc de los mismos.

Para incrementar la semivida en suero del anticuerpo, se puede incorporar un epitopo de unién al receptor de rescate
en el anticuerpo (especialmente un fragmento de anticuerpo) como se describe en la patente de EE. UU. 5.739.277,
por ejemplo. Como se usa en el presente documento, el término "epitopo de unidn a receptor de rescate" se refiere a
un epitopo de la regién Fc de una molécula de I1gG (por ejemplo, IgG1, I1gG2, 1gGs o IgG4) que es responsable de
incrementar la semivida en suero in vivo de la molécula de IgG. Los anticuerpos con sustituciones en una region Fc
de los mismos y semividas en suero incrementadas también se describen en el documento WO00/42072 (Presta, L.).

También se contemplan anticuerpos genomanipulados con tres 0 mas (preferentemente cuatro) sitios de union a
antigeno funcionales (solicitud de patente de EE. UU. n.° US2002/0004587 A1, Miller et al.).
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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 determinados modos de realizacion, los restos
adecuados para la derivatizacion del anticuerpo son polimeros hidrosolubles. 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 copolimeros aleatorios) y dextrano o
poli(n-vinilpirrolidona)polietilenglicol, homopolimeros de propropilenglicol, copolimeros de 6xido de polipropileno/6xido
de etileno, polioles polioxietilados (por ejemplo, glicerol), poli(alcohol vinilico) y mezclas de los mismos. El
polietilenglicol-propionaldehido puede tener ventajas en la elaboracién 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 las mismas moléculas o diferentes. En general,
se pueden determinar el nimero y/o el tipo de polimeros usados para la derivatizacion en base a consideraciones que
incluyen, pero no se limitan 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.

Vectores, células huésped y procedimientos recombinantes

Los anticuerpos también se pueden producir usando procedimientos recombinantes. Para la produccion recombinante
de un anticuerpo anti-antigeno, 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 pueden 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 replicacién, uno o mas genes marcadores, un elemento potenciador, un promotor
y una secuencia de terminacion de la transcripcion.

Componente de secuencia senal

Un anticuerpo de la invencion se puede producir recombinantemente no sélo directamente, sino también como un
polipéptido de fusién con un polipéptido heterdlogo, 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
heteréloga seleccionada preferentemente es una que se reconoce y se procesa (por ejemplo, se escinde por una
peptidasa sefial) por 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 sefal procariota
seleccionada, por ejemplo, del grupo que consiste en secuencias lider de fosfatasa alcalina, penicilinasa, Ipp o
enterotoxina Il termoestable. Para la secrecion en levadura, la secuencia sefal 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 sefial descrita en el documento WO 90/13646. En la expresion de células de mamifero estan
disponibles secuencias sefial de mamifero, asi como secuencias lider secretoras viricas, por ejemplo, la sefial gD del
herpes simple.

Origen de la replicacion

Los vectores de expresion y de clonacion contienen una secuencia de acido nucleico que permite que el vector se
replique en una o mas células huésped seleccionadas. En general, en los vectores de clonacién, esta secuencia es
una que permite que el vector se replique independientemente del ADN cromosdmico del huésped, e incluye origenes
de replicacion o secuencias de replicacion auténoma. 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 2u es adecuado para la levadura, y diversos origenes viricos (SV40,
polioma, adenovirus, VSV o BPV) son utiles para clonar vectores 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 del gen de seleccion

Los vectores de expresion y clonacion pueden contener un gen de seleccién, también denominado un marcador
seleccionable. Tipicamente, los genes de seleccion codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibidticos u
otras toxinas, por ejemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato o tetraciclina, (b) complementan carencias auxotroéficas
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 al farmaco
y, por tanto, sobreviven al régimen de seleccion. Los ejemplos de dicha seleccién dominante usan los farmacos
neomicina, acido micofendlico e higromicina.
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Otro ejemplo de marcadores seleccionables adecuados para células de mamifero son los que permiten la
identificacion de células competentes para aceptar el acido nucleico que codifica el anticuerpo, tales como DHFR,
glutamina sintetasa (GS), timidina cinasa, metalotioneina-1y -ll, 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, las células transformadas con el gen GS se identifican 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 combinacion con el sistema de seleccion/amplificacion de DHFR descrito anteriormente.

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

Un gen de seleccion adecuado para su uso en levaduras es el gen frp1 presente en el plasmido de levadura YRp7
(Stinchcomb et al., Nature, 282:39 (1979)). El gen trp1 proporciona un marcador de seleccion 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 trp1 en el genoma de a célula huésped de levadura proporciona
a continuacion un entorno eficaz para detectar la transformacion por crecimiento en ausencia de triptéfano. De forma
similar, las cepas de levadura carentes de Leu2 (ATCC 20.622 o 38.626) se complementan con plasmidos conocidos
que portan el gen Leu2.

Ademas, los vectores derivados del plasmido circular de 1,6 um pKD1 se pueden usar 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 secrecién de seroalbumina
humana recombinante madura por cepas industriales de Kluyveromyces. Fleer et al., Bio/Technology, 9:968-975
(1991).

Componente de promotor

Los vectores de expresion y clonacion contienen en general un promotor que se reconoce por 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.

Las secuencias promotoras son conocidas para eucariotas. Practicamente todos los genes eucariotas tienen una
regién rica en AT localizada aproximadamente de 25 a 30 bases en direccion 5' del sitio donde se inicia la transcripcion.
Otra secuencia encontrada de 70 a 80 bases en direccion 5' del inicio de la transcripcién de muchos genes es una
region CNCAAT, donde N puede ser cualquier nucleétido. En el extremo 3' de la mayoria de los genes eucariéticos
hay una secuencia AATAAA que puede ser la secuencia de 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 eucariotas.

Los ejemplos de secuencias promotoras adecuadas para su uso con huéspedes de levadura incluyen los promotores
para 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, triosefosfato isomerasa, fosfoglucosa isomerasa y glucocinasa.

Otros promotores de levadura, que son promotores inducibles que tienen la ventaja adicional de la transcripcion
controlada por las condiciones de crecimiento, son las regiones promotoras para alcohol deshidrogenasa 2,
isocitocromo C, fosfatasa acida, enzimas degradativas asociadas con el metabolismo del nitrdgeno, metalotioneina,
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, y enzimas responsables de la utilizacion de maltosa y galactosa. Los
vectores y promotores adecuados para su uso en la expresion de levaduras se describen adicionalmente en el
documento EP 73.657. Los potenciadores de levadura también se usan ventajosamente con promotores de levadura.
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La transcripcion del anticuerpo a partir de vectores en células huésped de mamiferos 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 heterdlogos, 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 restriccion
de SV40 que también contiene el origen de replicacion virico de SV40. El promotor temprano inmediato del
citomegalovirus humano se obtiene convenientemente como un fragmento de restriccion de Hindlll E. En la patente
de EE.UU. n.° 4419.446 se divulga un sistema para expresar ADN en huéspedes de mamifero usando el
papilomavirus bovino como un vector. Una modificacion 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 ratén bajo el control de un promotor de timidina cinasa del virus del herpes simple. De forma
alternativa, se puede usar la repeticion terminal larga del virus del sarcoma de Rous como promotor.

Componente de elemento potenciador

La transcripcion de un ADN que codifica un anticuerpo de la presente invenciéon por eucariotas superiores se
incrementa a menudo mediante la insercién de una secuencia potenciadora en el vector. Muchas secuencias
potenciadoras se conocen ahora a partir de genes de mamiferos (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 replicacién y potenciadores de adenovirus.
Véase también Yaniv, Nature 297:17-18 (1982) sobre elementos potenciadores para la activaciéon de promotores
eucariotas. El potenciador se puede cortar y empalmar al vector en una posicion 5' o 3' de la secuencia codificante de
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,
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 estdn comunmente disponibles de
regiones no traducidas 5' y, ocasionalmente, 3' de ADN o ADNc eucariotas o viricos. Estas regiones contienen
segmentos nucleotidicos transcritos como fragmentos poliadenilados en la parte no traducida del ARNm que codifica
un anticuerpo. Un componente de terminacion de la transcripcion util es la regidon de poliadenilacion de la hormona de
crecimiento bovina. Véase el documento W0O94/11026 y el vector de expresion divulgado en el mismo.

Seleccion y transformacion 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. Las células procariotas adecuadas
para este propésito incluyen eubacterias, tales como organismos gramnegativos o grampositivos, por ejemplo,
enterobacteriaceas 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. coliW3110 (ATCC 27.325) son adecuadas. Estos ejemplos son ilustrativos en lugar de limitantes.

Los anticuerpos de longitud completa, proteinas de fusion de anticuerpos y fragmentos de anticuerpo se pueden
producir en bacterias, en particular cuando no se necesitan la glucosilacion y la funcion efectora de Fc, tal como
cuando el anticuerpo terapéutico esta conjugado a un agente citotdxico (por ejemplo, una toxina) que por si mismo
muestra eficacia en la destruccion de las 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 expresion de fragmentos de
anticuerpo y polipéptidos en bacterias, véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 5.648.237 (Carter et al.), patente
de EE. UU. n.° 5.789.199 (Joly et al.), patente de EE. UU. n.° 5.840.523 (Simmons et al.), que describen la region de
iniciacién 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), pags. 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 fraccién soluble y se puede purificar a través, por ejemplo, de
una columna de proteina A o G dependiendo del isotipo. La purificacion 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 expresion adecuados para vectores codificantes de anticuerpos. Saccharomyces cerevisiae, o levadura
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de panaderia comun, es la mas usada entre los microorganismos huésped eucariotas inferiores. Sin embargo, varios
otros 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, Neurospora, Penicillium,
Tolypocladium, y huéspedes Aspergillus tales como A. nidulans y A. niger. Para una revisién que analiza el uso de
levaduras y hongos filamentosos para la produccion 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 humanizacion de
la via de glucosilacion en Pichia pastoris); y Gemgross et al., supra.

Las células huésped adecuadas para la expresion del anticuerpo glucosilado también se 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 del presente documento de acuerdo
con la divulgacion, en particular para la transfeccion 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 vegetales transgénicos).

Las células de vertebrados se pueden usar como huéspedes, 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 la linea CV1 de rifion de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); linea de rifidn embrionario
humano (células 293 o 293 subclonadas para su cultivo en suspension, Graham et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977));
células de rifion de cria de hamster (BHK, ATCC CCL 10); células de Sertoli de raton (TM4, Mather, Biol. Reprod.
23:243-251 (1980)); células de rifibn de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de rifion de mono verde africano (VERO-
76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma de cuello uterino humano (HELA, ATCC CCL 2); células de rifidn canino
(MDCK, ATCC CCL 34); células de higado de rata bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de pulmdn humano
(W138, ATCC CCL 75); células de higado humano (Hep G2, HB 8065); tumor mamario de raton (MMT 060562, ATCC
CCL51); células TRI (Mather et al., Annals 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 revisién de determinadas lineas de células huésped
de mamifero adecuadas para la produccion 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), pags. 255-268.

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

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 el
al., Anal. Biochem. 102:255 (1980), patentes de EE. UU. n.°s4.767.704; 4.657.866; 4.927.762; 4.560.655; 0 5.122.469;
documentos WO 90/03430; WO 87/00195; o re. patente de EE. UU. 30.985 se pueden usar como medios de cultivo
para las células huésped. Cualquiera de estos medios se puede complementar segun 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), antibidticos (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

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 810 700 T3

el experto en la técnica.
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 polipéptido se produce intracelularmente, como una
primera etapa, los restos de particulas, células huésped o bien fragmentos lisados, se retiran, por ejemplo, mediante
centrifugacion o ultrafiltracion. Carter et al., Bio/Technology 10:163-167 (1992) describen un procedimiento para aislar
anticuerpos que se secretan al espacio peripladsmico 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 expresién se concentran en primer lugar, en general, usando un filtro de
concentracion de proteina disponible comercialmente, por ejemplo, una unidad de ultrafiltracion Amicon o Millipore
Pellicon. Se puede incluir un inhibidor de proteasa, tal como PMSF, en cualquiera de las etapas anteriores para inhibir
la protedlisis y se pueden incluir antibiéticos para prevenir el crecimiento de contaminantes casuales.

La composicién de anticuerpo preparada a partir de las células se puede purificar usando, por ejemplo, cromatografia
en hidroxilapatita, cromatografia de interaccién hidrofoba, electroforesis en gel, didlisis 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 raton y para y3 humana (Guss et al., EMBO J. 5:15671575 (1986)). La matriz a la que se une el
ligando de afinidad es muy 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
Ch3, la resina Bakerbond ABX™ (J. T. Baker, Phillipsburg, N.J.) es util para la purificacion. Otras técnicas para la
purificaciéon de proteinas tales como el fraccionamiento en una columna de intercambio iénico, la precipitacion con
etanol, HPLC de fase inversa, cromatografia en silice, cromatografia en heparina-SEPHAROSE ™, cromatografia en
una resina de intercambio anidnico o catiénico (tal como una columna con poli(acido aspartico)), cromatoenfoque,
SDS-PAGE vy precipitacion 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, prueba y clinica estan bien
establecidas en la técnica, son consecuentes con las metodologias descritas anteriormente y/o segun se considere
apropiado por un experto en la técnica para un anticuerpo particular de interés.

Seleccion de anticuerpos biolégicamente activos

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

Por ejemplo, para un anticuerpo anti-PDL1, las propiedades de union a antigeno del anticuerpo se pueden evaluar en
un ensayo que detecta la capacidad de unirse a PDL1. En algunos modos de realizacion, la union del anticuerpo se
puede determinar mediante ensayos de union por saturacion; ELISA; y/o competencia (por ejemplo, RIA), por ejemplo.
Ademas, el anticuerpo se puede someter a otros ensayos de actividad bioldgica, 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 biolégicos del bloqueo de PD-L1 por el anticuerpo se pueden evaluar
en linfocitos T CD8+, un modelo en raton de virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV) y/o un modelo de tumor
singénico, por ejemplo, como se describe en la patente de EE. UU. n.° 8.217.149.

Para detectar anticuerpos que se unen a un epitopo particular en el antigeno de interés (por ejemplo, aquellos que
bloquean la unién del anticuerpo anti-PDL1 del ejemplo a PD-L1), se puede 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, el mapeo de epitopos, por ejemplo, como se describe en Champe et al., J. Biol.
Chem. 270:1388-1394 (1995), se puede realizar para determinar si el anticuerpo se une a un epitopo de interés.

V. Formulaciones farmacéuticas
Las formulaciones terapéuticas de los anticuerpos usados de acuerdo con la presente invencion se preparan para el
almacenaje mezclando opcionalmente un anticuerpo que tenga el grado deseado de pureza con los vehiculos,

excipientes o estabilizantes farmacéuticamente aceptables (Remington’s Pharmaceutical Sciences, 16.2 edicion, Osol,
A., Ed., (1980)), en forma de formulaciones liofilizadas o de soluciones acuosas. Los vehiculos, excipientes o
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estabilizantes aceptables no son téxicos para los receptores a las dosificaciones y concentraciones empleadas, e
incluyen 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 metilparabeno 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 carbohidratos incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes
tales como EDTA,; glucidos tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales tales
como sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos Zn-proteina) y/o tensioactivos no iénicos tales como
TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

Las formulaciones liofilizadas adaptadas para administracion subcutanea se describen en la patente de EE. UU. n.°
6.267.958 (Andya et al.). Dichas formulaciones liofilizadas se pueden reconstituir con un diluyente adecuado a una
alta concentracion de proteina y la formulacién reconstituida se puede administrar por via subcutanea al mamifero
que se va a tratar en el presente documento.

También se contemplan formas cristalizadas del anticuerpo o anticuerpo. Véase, por ejemplo, el documento US
2002/0136719A1 (Shenoy et al.).

La formulacion en el presente documento también puede contener mas de un compuesto activo segun sea necesario
para la indicacion particular que se esta tratando, en algunos modos de realizacion, aquellos con actividades
complementarias que no se afectan negativamente entre si. Por ejemplo, puede ser deseable proporcionar ademas
un agente citotdxico; agente quimioterapico; agente inmunosupresor; citocina; antagonista de o anticuerpo frente a
citocina; factor de crecimiento; hormona; integrina; antagonista de o anticuerpo frente a integrina (por ejemplo, un
anticuerpo frente a LFA-1 tal como efalizumab/RAPTIVA disponible comercialmente de Genentech, o un anticuerpo
frente a integrina alfa 4 tal como natalizumab/TYSABRI®) disponible de Biogen Idec/Elan Pharmaceuticals, Inc.);
farmaco de clase interferén tal como IFN-beta-1a (REBIF® y AVONEX®) o IFN-beta-1b (BETASERON®); un
oligopéptido tal un acetato de glatiramero (COPAXONE®);un agente citotoxico, tal como mitoxantrona
(NOVANTRONE®), metotrexato, ciclofosfamida, clorambucilo o azatioprina; inmunoglobulina intravenosa
(gammaglobulina); farmaco reductor de linfocitos (por ejemplo, mitoxantrona, ciclofosfamida, Campath, anti-CD4 o
cladribina); farmaco inmunosupresor no reductor de linfocitos (por ejemplo, micofenolato mofetiio (MMF) o
ciclosporina); farmaco reductor de colesterol de la clase de "estatina"; estradiol; testosterona tratamiento de reposicion
hormonal; farmaco que trata sintomas secundarios o relacionados con la EM (por ejemplo, espasticidad, incontinencia,
dolor, fatiga); un inhibidor de TNF; farmaco antirreumatico modificador de la enfermedad (DMARD); farmaco
antiinflamatorio no esteroideo (AINE); corticosteroide (por ejemplo, metilprednisolona, prednisona, dexametasona o
glucorticoide); levotiroxina; ciclosporina A; analogo de somatastatina; antagonista de citocina; antimetabolito; agente
inmunosupresor; antagonista de o anticuerpo frente a integrina (por ejemplo, un anticuerpo frente a LFA-1, tal como
efalizumab o un anticuerpo frente a integrina alfa 4 tal como natalizumab); u otro anticuerpo/antagonista de superficie
de linfocitos B; etc en la formulacion. El tipo y las cantidades eficaces de dichos otros agentes dependen, por ejemplo,
de la cantidad de anticuerpo presente en la formulacién, del tipo de esclerosis multiple que se esta tratando y de los
parametros clinicos de los pacientes. Estos se usan, en general, en las mismas dosificaciones y con las mismas vias
de administracion que las usadas anteriormente en el presente documento o aproximadamente de un 1 a un 99 % de
las dosificaciones empleadas hasta ahora.

Los ingredientes activos también se pueden atrapar en microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de
coacervacion o por polimerizacién 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 edicién, Osol, A. Ed.
(1980).

Se pueden preparar preparaciones de liberacion prolongada. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
prolongada incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el anticuerpo, estando
dichas matrices en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas. Los ejemplos de matrices
de liberacion prolongada incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) o poli(alcohol
vinilico)), polilactidas (patente de EE. UU. n.° 3.773.919), copolimeros de acido L-glutdmico y y-L-glutamato de etilo,
copolimeros de etileno-acetato de vinilo no degradables, copolimeros de acido lactico-acido glicélico degradables
tales como LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas de copolimero de acido lactico-acido glicélico
y acetato de leuprolida) y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

Las formulaciones que se van a usar para la administracion in vivo deben ser estériles. Esto se consigue faciimente
por filtracién a través de membranas de filtracion estériles.

VI. Administracion
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En algunos modos de realizacion, el anticuerpo anti-PD-L1 se administra por via intravenosa, intramuscular,
subcutanea, tépica, oral, transdérmica, intraperitoneal, intraorbital, por implantacion, por inhalacién, por via intratecal,
intraventricular o intranasal. Se puede administrar una cantidad eficaz del anticuerpo anti-PD-L1 para la prevencién o
el tratamiento de la enfermedad. La dosificacion apropiada del anticuerpo anti-PD-L1 se puede determinar en base al
tipo de enfermedad que se va a tratar, el tipo de anticuerpo anti-PD-L1, 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 propuesta general, la cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo administrada al ser humano puede
estar 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 algunos modos de realizacién, 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 administrados
diariamente, por ejemplo. En algunos modos de realizacion, el anticuerpo se administra a 15 mg/kg. Sin embargo,
pueden ser Utiles otras pautas de dosificacién. En un modo de realizaciéon, un anticuerpo anti-PDL1 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 o aproximadamente 1400 mg el
dia 1 de ciclos de 21 dias. La dosis se puede administrar como una dosis Unica o como dosis multiples (por ejemplo,
2 o0 3 dosis), tal como infusiones. La dosis del anticuerpo administrado en un tratamiento combinado se puede reducir
en comparacion con la de un tratamiento Unico. La evolucién de este tratamiento se supervisa facilmente por técnicas
convencionales.

En algunos modos de realizacién, los procedimientos pueden comprender ademas un tratamiento adicional. El
tratamiento adicional puede ser radioterapia, cirugia (por ejemplo, lumpectomia y mastectomia), quimioterapia,
genoterapia, tratamiento de ADN, tratamiento antivirico, tratamiento de ARN, inmunoterapia, trasplante de médula
Osea, nanoterapia, tratamiento con anticuerpos monoclonales o una combinacién de lo anterior. El tratamiento
adicional puede ser en forma de tratamiento prequirdrgico o posquirirgico. En algunos modos de realizacion, el
tratamiento adicional es la administracion de un inhibidor enzimatico de moléculas pequefas o agente antimetastatico.
En algunos modos de realizacion, 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 algunos modos de realizacion, el tratamiento adicional es
radioterapia. En algunos modos de realizacién, el tratamiento adicional es cirugia. En algunos modos de realizacion,
el tratamiento adicional es una combinacion de radioterapia y cirugia. En algunos modos de realizacion, el tratamiento
adicional es irradiacion gamma. En algunos modos de realizacion, 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.

Politerapias

En determinados modos de realizacién, el anticuerpo anti-PD-L1 se administra junto con otro agente antineoplasico o
tratamiento contra el cancer. "Junto con" se refiere a la administracién 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 (tal como conjuntamente o simultaneamente) o después de la administracion de la otra modalidad de
tratamiento al individuo.

En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con una quimioterapia o agente
quimioterapico. En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con una
radioterapia o agente radioterapico. En algunos modos de realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1
junto con un tratamiento dirigido o agente terapéutico dirigido. En algunos modos de realizaciéon, se puede administrar
el anticuerpo anti-PD-L1 junto con una inmunoterapia o agente inmunoterapico, por ejemplo, un anticuerpo
monoclonal.

Sin quedar vinculado a teoria alguna, se cree que potenciar la estimulaciéon 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 algunos modos de
realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un agonista dirigido frente a una molécula
coestimuladora activadora. En algunos modos de realizacion, una molécula coestimuladora activadora puede incluir
CD40, CD226, CD28, OX40, GITR, CD137, CD27, HVEM o CD127. En algunos modos de realizacion, el agonista
dirigido contra una molécula coestimuladora activadora es un anticuerpo agonista que se une a CD40, CD226, CD28,
0OX40, GITR, CD137, CD27, HVEM o CD127. En algunos modos de realizacién, se puede administrar el anticuerpo
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anti-PD-L1 junto con un antagonista dirigido frente a una molécula coestimuladora inhibidora. En algunos modos de
realizacién, una molécula coestimuladora inhibidora puede incluir CTLA-4 (también conocido como CD152), PD-1,
TIM-3, BTLA, VISTA, LAG-3, B7-H3, B7-H4, IDO, TIGIT, MICA/B o arginasa. En algunos modos de realizacion, el
antagonista dirigido frente a 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 algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un antagonista dirigido
frente a CTLA-4 (también conocido como CD152), por ejemplo, un anticuerpo bloqueante. En algunos modos de
realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con ipilimumab (también conocido como MDX-010,
MDX-101 o Yervoy®). En algunos modos de realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con
tremelimumab (también conocido como ticilimumab o CP-675.206). En algunos modos de realizacion, se puede
administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un antagonista dirigido frente a B7-H3 (también conocido como CD276),
por ejemplo, un anticuerpo bloqueante. En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-
L1 junto con MGA271. En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un
antagonista dirigido frente a un TGF beta, por ejemplo, metelimumab (también conocido como CAT-192),
fresolimumab (también conocido como GC1008) o LY2157299.

En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 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 antigénico quimérico (RAQ). En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-
L1 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 TGF beta dominante negativo. En algunos modos de
realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un tratamiento que comprende un protocolo
HERCREEM (véase, por ejemplo, ClinicalTrials.gov Identifier NCT00889954).

En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un agonista dirigido frente
a CD137 (también conocido como TNFRSF9, 4-1BB o ILA), por ejemplo, un anticuerpo activador. En algunos modos
de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con urelumab (también conocido como BMS-
663513). En algunos modos de realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un agonista
dirigido frente a CD40, por ejemplo, un anticuerpo activador. En algunos modos de realizacién, se puede administrar
el anticuerpo anti-PD-L1 junto con CP-870893. En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo
anti-PD-L1 junto con un agonista dirigido frente a OX40 (también conocido como CD134), por ejemplo, un anticuerpo
activador. En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PDL1 junto con un anticuerpo
anti-OX40 (por ejemplo, AgonOX). En algunos modos de realizaciéon, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1
junto con un agonista dirigido frente a CD27, por ejemplo, un anticuerpo activador. En algunos modos de realizacion,
se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con CDX-1127. En algunos modos de realizacién, se puede
administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un antagonista dirigido frente a indoleamina-2,3-dioxigenasa (IDO). En
algunos modos de realizacion, el antagonista de IDO es 1-metil-D-triptéfano (también conocido como 1-D-MT).

En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un conjugado anticuerpo-
farmaco. En algunos modos de realizacion, el conjugado anticuerpo-farmaco comprende mertansina o monometil
auristatina E (MMAE). En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un
conjugado anticuerpo anti-NaPi2b-MMAE (también conocido como DNIBO600A o RG7599). En algunos modos de
realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con trastuzumab emtansina (también conocida como
T-DM1, ado-trastuzumab emtansina o0 KADCYLA®, Genentech). En algunos modos de realizacion, se puede
administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con DMUC5754A. En algunos modos de realizacion, se puede administrar
el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un conjugado anticuerpo-farmaco dirigido al receptor de endotelina B (EDNBR),
por ejemplo, un anticuerpo dirigido frente a EDNBR conjugado con MMAE.

En algunos modos de realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un inhibidor de la
angiogénesis. En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un anticuerpo
dirigido frente a un VEGF, por ejemplo, VEGF-A. En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo
anti-PD-L1 junto con bevacizumab (también conocido como AVASTIN®, Genentech). En algunos modos de
realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un anticuerpo dirigido frente a angiopoyetina 2
(también conocida como Ang2). En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto
con MEDI3617.

En algunos modos de realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un agente antineoplasico.
En algunos modos de realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un agente dirigido a CSF-
1R (también conocido como M-CSFR o CD115). En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo
anti-PD-L1 junto con anti-CSF-1R (también conocido como IMC-CS4). En algunos modos de realizacion, se puede
administrar el anticuerpo anti-PDL1 junto con un interferén, por ejemplo, interferdn alfa o interferon gamma. En algunos
modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con Roferon-A (también conocido como
interferén alfa-2a recombinante). En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1
junto con GM-CSF (también conocido como factor estimulante de colonias de macréfagos de granulocitos humano
recombinante, rhu GM-CSF, sargramostim o Leukine®). En algunos modos de realizacion, se puede administrar el
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anticuerpo anti-PD-L1 junto con IL-2 (también conocido como aldesleucina o Proleukin®). En algunos modos de
realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con IL-12. En algunos modos de realizacion, se puede
administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un anticuerpo dirigido a CD20. En algunos modos de realizacion, el
anticuerpo dirigido a CD20 es obinutuzumab (también conocido como GA101 o Gazyva®) o rituximab. En algunos
modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un anticuerpo dirigido a GITR. En
algunos modos de realizacion, el anticuerpo dirigido a GITR es TRX518.

En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con una vacuna contra el
cancer. En algunos modos de realizacion, la vacuna contra el cancer es una vacuna peptidica contra el cancer, que,
en algunos modos de realizacién, es una vacuna peptidica personalizada. En algunos modos de realizacion, la vacuna
contra el cancer peptidica es una vacuna de péptido largo multivalente, péptido multiple, céctel de péptidos, péptido
hibrido o células dendriticas pulsadas con péptidos (véase, por ejemplo, Yamada et al., Cancer Sci, 104:14-21, 2013).
En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un adyuvante. En algunos
modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un tratamiento que comprende un
agonista de TLR, por ejemplo, poli-ICLC (también conocido como Hiltonol®), LPS, MPL u ODN CpG. En algunos
modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con el factor de necrosis tumoral (TNF)
alfa. En algunos modos de realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con IL-1. En algunos
modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con HMGB1. En algunos modos de
realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un antagonista de IL-10. En algunos modos de
realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un antagonista de IL-4. En algunos modos de
realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un antagonista de IL-13. En algunos modos de
realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un antagonista de HVEM. En algunos modos de
realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PDL1 junto con un agonista de ICOS, por ejemplo, por
administracion de ICOS-L o un anticuerpo agonista dirigido frente a ICOS. En algunos modos de realizacion, se puede
administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un tratamiento dirigido a CX3CL1. En algunos modos de realizacion, se
puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un tratamiento dirigido a CXCL9. En algunos modos de
realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un tratamiento dirigido a CXCL10. En algunos
modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un tratamiento dirigido a CCL5. En
algunos modos de realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un agonista de LFA-1 o ICAM1.
En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un agonista de selectina.

En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un tratamiento dirigido. En
algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un inhibidor de B-Raf. En
algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con vemurafenib (también conocido
como Zelboraf®). En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con
dabrafenib (también conocido como Tafinlar®). En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo
anti-PD-L1 junto con erlotinib (también conocido como Tarceva®). En algunos modos de realizacion, se puede
administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un inhibidor de una MEK, tal como MEK1 (también conocida como
MAP2K1) o MEK2 (también conocida como MAP2K2). En algunos modos de realizacion, se puede administrar el
anticuerpo anti-PD-L1 junto con cobimetinib (también conocido como GDC-0973 o XL-518). En algunos modos de
realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con trametinib (también conocido como Mekinist®).
En algunos modos de realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un inhibidor de K-Ras. En
algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un inhibidor de c-Met. En
algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PDL1 junto con onartuzumab (también conocido
como MetMADb). En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un inhibidor
de Alk. En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con AF802 (también
conocido como CH5424802 o alectinib). En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-
PD-L1 junto con un inhibidor de una fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K). En algunos modos de realizacion, se puede
administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con BKM120. En algunos modos de realizacion, se puede administrar el
anticuerpo anti-PD-L1 junto con idelalisib (también conocido como GS-1101 o CAL-101). En algunos modos de
realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con perifosina (también conocida como KRX-0401).
En algunos modos de realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un inhibidor de un Akt. En
algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con MK2206. En algunos modos
de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con GSK690693. En algunos modos de realizacion,
se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con GDC-0941. En algunos modos de realizacién, se puede
administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con un inhibidor de mTOR. En algunos modos de realizacion, se puede
administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con sirdlimus (también conocido como rapamicina). En algunos modos de
realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con temsirélimus (también conocido como CCI-779 o
Torisel®). En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con everdlimus
(también conocido como RADO01). En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1
junto con ridafordélimus (también conocido como AP-23573, MK-8669 o defordlimus). En algunos modos de realizacion,
se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con OSI-027. En algunos modos de realizacion, se puede
administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con AZD8055. En algunos modos de realizacion, se puede administrar el
anticuerpo anti-PD-L1 junto con INK128. En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-
PD-L1 junto con un inhibidor de PI3BK/mTOR doble. En algunos modos de realizacién, se puede administrar el
anticuerpo anti-PD-L1 junto con XL765. En algunos modos de realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-
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PDL1 junto con GDC-0980. En algunos modos de realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con
BEZ235 (también conocido como NVP-BEZ235). En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo
anti-PD-L1 junto con BGT226. En algunos modos de realizacién, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto
con GSK2126458. En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con PF-
04691502. En algunos modos de realizacion, se puede administrar el anticuerpo anti-PD-L1 junto con PF-05212384
(también conocido como PKI-587).

VII. Kits y articulos de fabricacion

La divulgacion proporciona ademas kits y articulos de fabricacion que contienen materiales Utiles para el tratamiento
del cancer de acuerdo con los procedimientos descritos en el presente documento.

En algunos modos de realizacion, la divulgacion proporciona una fabricacion que comprende, envasados
conjuntamente, una composicidon farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-PD-L1 (o fragmento de unién a
antigeno del mismo) y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, y un marcador que indica que el anticuerpo anti-PD-
L1 (o fragmento de unién a antigeno del mismo) o la composicion farmacéutica esta indicado para tratar sujetos con
cancer que tienen un nivel medio o bajo de metilacion en CpG1 en la regidon promotora de PD-L1 o en uno o mas sitios
de CpG en el intron 1 del gen PD-L1 en una muestra que contiene células cancerosas del sujeto. En algunos modos
de realizacién, el articulo de fabricacién comprende ademas instrucciones para administrar el anticuerpo anti-PD-L1
(o fragmento de union a antigeno del mismo) o composiciéon farmacéutica a un sujeto con cancer que tiene un nivel
de metilacion medio o bajo en CpG1 en la regidon promotora de PD-L1 0 en uno o mas sitios de CpG en el intron 1 del
gen PD-L1 en una muestra que contiene células cancerosas del sujeto.

En algunos modos de realizacion, la divulgacion proporciona una fabricacion que comprende, envasados
conjuntamente, una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-PD-L1 (o fragmento de unién a
antigeno del mismo) y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, y un marcador que indica que la administracion del
anticuerpo anti-PD-L1 (o fragmento de unién a antigeno del mismo) o la composiciéon farmacéutica se basa en el
paciente que tienen un nivel medio o bajo de metilacion en CpG1 en la regiéon promotora de PD-L1 o en uno o mas
sitios de CpG en el intrén 1 del gen PD-L1 en una muestra que contiene células cancerosas del sujeto. En algunos
modos de realizacion, el articulo de fabricacion comprende ademas instrucciones para administrar el anticuerpo anti-
PD-L1 (o fragmento de unién a antigeno del mismo) o composicion farmacéutica a un sujeto con cancer que tiene un
nivel de metilacién medio o bajo en CpG1 en la regién promotora de PD-L1 o en uno o mas sitios de CpG en el intron
1 del gen PD-L1 en una muestra que contiene células cancerosas del sujeto.

En algunos modos de realizacion, la divulgacion proporciona una fabricacion que comprende, envasados
conjuntamente, una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-PD-L1 (o fragmento de unién a
antigeno del mismo) y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, y un marcador que indica que el anticuerpo anti-PD-
L1 (o fragmento de unidon a antigeno del mismo) o la composicion farmacéutica se administra a un paciente
seleccionado, en el que se ha descubierto que el sujeto tiene un nivel medio o bajo de metilaciéon en CpG1 en la region
promotora de PD-L1 o en uno o mas sitios de CpG en el intron 1 del gen PD-L1 en una muestra que contiene células
cancerosas del sujeto. En algunos modos de realizacion, el articulo de fabricacidn comprende ademas instrucciones
para administrar el anticuerpo anti-PD-L1 (o fragmento de unién a antigeno del mismo) o composicién farmacéutica a
un sujeto con cancer que tiene un nivel de metilacion medio o bajo en CpG1 en la region promotora de PD-L1 o en
uno o mas sitios de CpG en el intrén 1 del gen PD-L1 en una muestra que contiene células cancerosas del sujeto.

En algunos modos de realizacién, la divulgacion proporciona un kit que comprende reactivos para medir el nivel de
metilacién en CpG1 en la regién promotora de PD-L1 y/o en uno o mas sitios de CpG en el intron 1 del gen PD-L1 en
una muestra que contiene células cancerosas del sujeto e instrucciones para clasificar al sujeto como que tiene un
nivel de metilacién medio o bajo en CpG1 en la regiéon promotora de PD-L1 y/o en uno o mas sitios de CpG en el
intrén 1 del gen PD-L1. En determinados modos de realizacion, el kit comprende ademas un anticuerpo anti-PD-L1 e
instrucciones para administrar el anticuerpo anti-PD-L1 al sujeto si el sujeto tiene un nivel de metilacion medio o bajo
en CpG1 en la regidon promotora de PD-L1 y/o en uno o mas sitios de CpG en el intrén 1 del gen PD-L1.

En algunos modos de realizacion de cualquiera de los kits o articulos de fabricacion descritos en el presente
documento, se ha descubierto que el sujeto tiene un nivel medio o bajo de metilacién en CpG1 en la regién promotora
de PD-L1y en uno o mas sitios de CpG en el intrén 1 del gen PD -L1 en una muestra que contiene células cancerosas
del sujeto.

En algunos modos de realizacién de cualquiera de los kits o articulos de fabricacion descritos en el presente
documento, el marcador indica que el grado de metilacion en CpG1 en la regidon promotora de PD-L1 0 en uno o mas
sitios de CpG en el intron 1 del PD-L1 se determina por secuenciacion de ADN con bisulfito. En algunos modos de
realizacién de cualquiera de los kits o articulos de fabricacion descritos en el presente documento, el marcador indica
que el grado de metilacion en CpG1 en la regiéon promotora de PD-L1 0 en uno o mas sitios de CpG en el intron 1 del
PD-L1 se determina por secuenciacion de préxima generacion con bisulfito. En algunos modos de realizacion de
cualquiera de los kits o articulos de fabricacion descritos en el presente documento, el marcador indica que el grado
de metilacion en CpG1 en la region promotora de PD-L1 o0 en uno o mas sitios de CpG en el intron 1 del PD-L1 se
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determina usando una matriz de chip de metilacion (tal como la matriz INFINIUM® HumanMethylation450 BeadChip).

En algunos modos de realizacion, los kits o articulos de fabricacion proporcionados en el presente documento incluyen
reactivos para detectar la infiltracion de células inmunitarias en una muestra que contiene células cancerosas del
sujeto.

En algunos modos de realizacion, los reactivos incluyen uno o mas de los siguientes: un anticuerpo anti-CD16, un
anticuerpo anti-CD4, un anticuerpo anti-CD3, un anticuerpo anti-CD56, un anticuerpo anti-CD45, un anticuerpo anti-
CD68, un anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo anti-CD163 o anticuerpo anti-CD8. En algunos modos de realizacion,
el reactivo es un anticuerpo anti-CD8. En algunos modos de realizacion, los kits o articulos de fabricacion
proporcionados en el presente documento comprenden ademas instrucciones para realizar un ensayo
inmunohistoquimico (que incluye, pero no se limita a, inmunoelectrotransferencia, ELISA o citometria de flujo) para
detectar infiltracion de células inmunitarias en una muestra que contiene células cancerosas del sujeto. En algunos
modos de realizacion, los kits o articulos de fabricacién proporcionados en el presente documento comprenden
ademas instrucciones para realizar un ensayo de andlisis de expresion génica, que incluyen, pero no se limitan a PCR
cuantitativa (QPCR), gRT-PCR, perfil de transcriptoma (tal como sec-ARN), analisis de micromatrices, secuenciacion
de proxima generacion, etc.

En algunos modos de realizacién de cualquiera de los kits o articulos de fabricaciéon proporcionados en el presente
documento, el cancer es cancer de mama, cancer de pulmoén o cancer de piel, incluyendo las formas metastasicas de
esos canceres. En determinados modos de realizacion, el cancer de mama es carcinoma de mama. En algunos modos
de realizacioén, el cancer de pulmén es carcinoma de pulmén microcitico, carcinoma de pulmén no microcitico,
adenocarcinoma del pulmén o carcinoma de células escamosas del pulmén. En determinados modos de realizacion,
el cancer de piel es melanoma, melanoma de extension superficial, melanoma lentigo maligno, melanomas
lentiginosos acrales, melanomas nodulares o carcinoma de piel.

En algunos modos de realizacion de cualquiera de los kits o articulos de fabricacion, el anticuerpo anti-PD-L1 (o
fragmento de unién a antigeno del mismo) incluido en el kit o articulo de fabricaciéon es un anticuerpo anti-PD-L1
descrito en el presente documento. En algunos modos de realizacion de cualquiera de los kits o articulos de
fabricacion, el anticuerpo anti-PD-L1 (o fragmento de unién a antigeno del mismo) se selecciona del grupo que
consiste en YW243.55.570, MPDL3280A, MDX-1105 y MEDI4736. Otros anticuerpos anti-PD-L1 ejemplares (o
fragmentos de unién a antigeno de los mismos) que se pueden incluir en los articulos de fabricacién proporcionados
en el presente documento, o incluir en los articulos de fabricaciéon o kits proporcionados en el presente documento,
se describen en los documentos WO 2010/077634, WO 2007/005874, WO 2011/066389 y US 2013/034559.

Tipicamente, un kit o articulo de fabricacion comprende un recipiente y una ficha técnica o prospecto del envase en o
asociado con el recipiente. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, frascos, viales, jeringuillas, etc. Los
recipientes se pueden formar a partir de una variedad de materiales tales como vidrio o plastico. El recipiente posee
o contiene el anticuerpo anti-PD-L1 (o fragmento de unién a antigeno del mismo) o la composicion farmacéutica eficaz
para tratar el cancer y puede tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de
solucién intravenosa o un vial que tiene un tapoén perforable por una aguja de inyeccion hipodérmica). Al menos un
agente activo de la composicién es un anticuerpo anti-PD-L1.

La ficha técnica o prospecto del envase indica que la composicion se usa para tratar el cancer en un paciente que
padece el mismo con unas directrices especificas con respecto a las cantidades e intervalos de dosificacion del
anticuerpo y de cualquier otro farmaco que se proporcione. El articulo de fabricacion puede comprender ademas un
segundo recipiente que comprende un tampoén diluyente farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica
para inyectables (BWFI), solucion salina tamponada con fosfato, solucion de Ringer y solucidon de dextrosa. El articulo
de fabricacion puede incluir ademas otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario,
incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas y jeringuillas.

Opcionalmente, el articulo de fabricacion en el presente documento comprende ademas un recipiente que comprende
un agente distinto del anticuerpo para el tratamiento y que comprende ademas instrucciones sobre el tratamiento del
paciente con dicho agente, siendo dicho agente, por ejemplo, un agente quimioterapico (tal como un agente
quimioterapico descrito en otra parte en el presente documento), un agente citotdxico (tal como un agente citotoxico
descrito en otra parte en el presente documento), etc.

Se ilustran mas detalles de la invencién por los siguientes ejemplos no limitantes.

EJEMPLOS

Los ejemplos, que se pretende que sean puramente ejemplares de la invencién y, por lo tanto, no se deben considerar
que limitan la invencién de ningiin modo, también describen y detallan aspectos y modos de realizacién de la invencion

analizada anteriormente. Los anteriores ejemplos y la descripcion detallada se ofrecen a modo de ilustracion y no a
modo de limitacién.
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Ejemplo 1: Materiales y procedimientos
Los siguientes materiales y procedimientos se usaron en el ejemplo 2 a continuacion.
Lineas celulares y condiciones de cultivo

Las lineas celulares de NSCLC se obtuvieron del American Type Cell Culture (ATCC) o de fuentes académicas y se
cultivaron en medio RPMI 1640 complementado con suero fetal bovino (FBS) al 10 % y L-glutamina 2 mM. Las células
se separaron para division y/o analisis experimental después de un lavado con PBS e incubacién con medio de
separacion de Accutase (Sigma). Las células se trataron con tricostatina A 0,1 mM ("TSA", Sigma) y/o 1 ng/ml de
interferon gamma (IFNy) durante 24 horas y 5-azacitidina-dC 1 mM (5-aza-dC, Sigma), durante 3 dias qd (es decir,
una vez al dia) o 6 dias q2d (es decir, cada dos dias).

Muestras tumorales

Las muestras tumorales de archivo de pacientes con NSCLC se obtuvieron de colecciones de proveedores aprobadas
por el IRB de The MT Group, Cureline, Inc, Cambridge BioSource, Tristar Technology Group LLC o ClinPath Advisors.

Anélisis de ADN/ARN

El tampdn RLT Plus (Qiagen) se uso para lisar las células para la extraccion de ARN y ADN del mismo lisado usando
el AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen). La expresion de ARN se analizé por micromatriz en la matriz GeneChip Human
Genome U133 Plus 2.0 (Affymetrix) por Asuragen, Inc, y por gPCR usando ensayos de expresion génica TagMan
(Life Technologies). Los datos se analizaron usando Genomics Suite (Partek), Spoffire (TIBCO), JMP (SAS) e IPA
(Ingenuity). EI ADN se analiz6 en la INFINIUM® HumanMethylation450 BeadChip (lllumina). El ADN se modificé con
bisulfito usando el kit de metilacién Zymo DNA Gold (Zymo Research) y se amplificé con cebadores de secuenciacion
especificos con bisulfito dirigidos a la regiéon promotora de CD274. Los productos de PCR se subclonaron con TA 'y
se secuenciaron usando procedimientos estandar (ABI). Los archivos de secuencia ABI se analizaron usando el
programa informatico BIQ Analyzer (C. Bock).

Anadlisis de proteinas

Los lisados de proteinas se generaron usando el tampén de extraccion celular (Life Technologies), complementado
con comprimidos de inhibidor de proteasa SigmaFAST (Sigma) y mezcla inhibidora de fosfatasa 1 y 2 (Sigma). Los
lisados se centrifugaron a 20.000 x g durante 10 minutos a 4 °C, y los sobrenadantes se retiraron a continuacion para
su analisis por inmunoelectrotransferencia (WB). Las muestras se trataron con tampones NuPage Novex LDS y SRA
(Life Technologies) y se cargaron en un gel Bis-Tris (Life Technologies) junto con el estandar de peso molecular
SeeBlue Plus2 (Life Technologies). Los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa usando el sistema iBlot
(Life Technologies) y a continuacion se bloquearon con tampoén de bloqueo Odyssey (LI-COR) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Los geles se tifieron con anticuerpos frente a PD-L1 humana (interno), B-actina (Sigma); p/t
STAT1, p-STAT3-Y705, p-STAT3-S727 y t-STAT3 (todos de Cell Signaling) diluidos en tampén de bloqueo Odyssey
+ Tween-20 al 0,01 %. Los anticuerpos primarios se detectaron de anticuerpos secundarios de LI-COR en tampén de
blogueo Odyssey + Tween-20 al 0,01 % + SDS al 0,001 % y se analizaron en el sistema Odyssey CLx (LI-COR).

Para el analisis FACS, las células se separaron y a continuacion se lavaron dos veces en tampon de tincion de FBS
(BD Biosciences). A continuacion, las células se tifieron con anti-PD-L1 humano conjugado con PE o bien control de
isotipo (BD Biosciences) y a continuacion, se lavaron y analizaron en el analizador FACSCanto Il (BD Biosciences).

Los anadlisis de inmunohistoquimica (IHQ) se realizaron como se describe en Herbst et al. (2014) Nature 515, 563-
574.

Inmunoprecipitaciéon con cromatina (ChIP, Active Motif)

Las lineas celulares de NSCLC se cultivaron hasta una confluencia apropiada, y las células tratadas se fijaron con
formaldehido al 1 % durante 15 min y se desactivaron con glicina 0,125 M. La cromatina se aislé6 mediante la adicién
de tampdn de lisis y homogeneizacion con un homogeneizador Dounce. Los lisados se trataron con ultrasonido y el
ADN se cort6 a una longitud promedio de 300-500 pb. EI ADN gendmico (entrada) se preparo tratando alicuotas de
cromatina con RNasa, proteinasa K y calor para la eliminacion de la reticulaciéon. El tratamiento se siguié de
precipitacion con etanol. Los sedimentos de ADN gendmico se resuspendieron y el ADN resultante se cuantific en
un espectrofotometro NanoDrop. La extrapolaciéon al volumen de cromatina original permitié la cuantificacion del
rendimiento total de cromatina.

Una alicuota de cromatina (30 pg) se aclar6 previamente con microesferas de agarosa de proteina A (Invitrogen). Las
regiones de ADN gendmico de interés se aislaron usando 4 ug de anticuerpo frente a STAT1 (Santa Cruz, n.° cat sc-
345) y STAT3 (Santa Cruz, sc-482). Los complejos se lavaron, se eluyeron de las microesferas con tampén SDS y se
sometieron a tratamiento con RNasa y proteinasa K. Los reticulados se revirtieron por incubacion durante la noche a
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65 °C, y el ADN inmunoprecipitado con cromatina (ChlP) se purificd por extraccion con fenol-cloroformo y precipitacion
con etanol.

La calidad del enriquecimiento de ChIP se sometié a ensayo mediante qPCR usando cebadores frente a los sitios de
control STAT1 y STAT3 candidatos. Las reacciones qPCR se llevaron a cabo por triplicado usando SYBR Green
Supermix (Bio-Rad). Las sefiales resultantes se normalizaron para determinar la eficacia del cebador llevando a cabo
gPCR para cada par de cebadores usando ADN de entrada.

Secuenciacion con ChIP (lllumina, Active Motif)

Las colecciones de secuenciacion de lllumina se prepararon a partir de los ADN de ChIP y entrada mediante las
etapas enzimaticas consecutivas estandar de pulido final, adicion de dA y ligadura de adaptador. Después de una
etapa final de amplificacién por PCR, las colecciones de ADN resultantes se cuantificaron y secuenciaron en HiSeq
2500 o NexSeq 500. Las secuencias (lecturas de 50 nt, extremo unico o lecturas de 75 nt, extremo Unico) se alinearon
al genoma humano (hg19) usando el algoritmo BWA. Las secuencias alineadas se extendieron cada una in silico en
sus extremos 3' a una longitud de 200 pb, es decir, la longitud promedio del fragmento genémico en la coleccion
seleccionada por tamafo, y se asignaron a periodos de 32 nt a lo largo del genoma. Los histogramas resultantes
("mapas de sefiales" gendmicos) se almacenaron en archivos bigWig. Las localizaciones de los picos se determinaron
usando el algoritmo MACS (v1.4.2.) con un valor de corte de valor de p = 1x107. Los mapas de sefiales y las
localizaciones de los picos se usaron como datos de entrada al programa de andlisis patentado de Active Motif, que
crea tablas de Excel que contienen informacion detallada sobre la comparacion de muestras, métricas de picos,
localizaciones de picos y anotaciones génicas.

Secuenciacion de préxima generacion con bisulfito (Bisulfite NGS, Active Motif)

Las lineas celulares de NSCLC analizadas por ChlP-Seq también se analizaron por medio de secuenciacién de
préxima generacion (NGS) con bisulfito para determinar el estado de metilacion del promotor de PD-L1. Los cebadores
de PCR para las regiones diana (hebra positiva) se disefiaron con el programa informatico MethPrimer (world-wide-
web.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi). Se usaron cebadores para amplificar las regiones diana a partir
de ADN gendémico convertido con bisulfito. Para cada una de las 6 muestras, se agruparon cantidades
aproximadamente iguales de los 9 productos de PCR, se concatemerizaron, se sometieron a ultrasonido a una longitud
de fragmento promedio de 150-300 pares de bases y se procesaron en colecciones de secuenciacion lllumina con
cédigo de barras estandar. Las colecciones de secuenciacion lllumina se secuenciaron en NextSeq 500. Las lecturas
de secuenciacion se analizaron usando el programa de alineacion bismark (v 0.7.7) (world-wide-
web.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/bismark/). Los chr6 y chr9 humanos (ensamblaje hg19) se usaron como
secuencias de referencia. Los informes de alineacion de Bismark se compilan en el archivo "2674Genentech bismark
reports.xIsx". Se analizaron entre 5,1 y 7,4 millones de lecturas por muestra.

Ejemplo 2: Andlisis de la metilacion y expresiéon de PD-L1

El ARN y el ADN se extrajeron de 91 lineas celulares de NSCLC y se sometieron a prueba para determinar los niveles
de expresion de PD-L1 (sec-ARN, recuento log2) y la metilacion del promotor (matriz INFINIUM®). Dos de los cinco
sitios de CpG (es decir, CpG1 - CpG5) mostraron patrones de metilacion diferencial que se correlacionaron
inversamente con la expresion de ARN de PD-L1. Véase la FIG. 1. El primer sitio de CpG, es decir, CpG1, mostrado
en la FIG. 1 como el sitio de CpG mas a la izquierda, se encontré en el sitio del promotor de PD-L1 predicho en
direccion 5' del TSS. El segundo sitio de CpG, es decir, CpG5, mostrado en la FIG. 1 como el sitio de CpG mas a la
derecha, se localiz6 dentro del intron 1. Se traz6 un mapa de calor de cada valor beta promedio de CpG 1-5 con
respecto a su localizacion en el transcrito CD274 NM_014143, con su mapa de calor de expresion adjunto situado a
la derecha del mapa del promotor de PD-L1 en el locus 9p24.1. La FIG. 1 muestra los mapas de calor de expresion y
metilacién de la regién promotora de PD-L1 para cada linea celular sometida a prueba. Los mapas de calor se
ordenaron por expresién de ARN de PD-L1, de alta (rojo) a baja (verde). Se encontraron lineas celulares con alta
expresion de PD-L1 con baja metilacion (azul).

Los datos tumorales del Atlas del genoma del cancer (TCGA 3,0) se analizaron para estudiar ademas la asociacion
entre la expresion de PD-L1 (sec-ARN, recuento log2) frente a la metilacion del ADN (matriz INFINIUM®, valor de m
promedio de CpG1 y CpG5). Se incluyeron tumores de cuatro colecciones: adenocarcinoma de pulmén (LUAD),
carcinoma de células escamosas de pulmén (LUSC), cancer de mama (BRCA) y carcinoma de piel (SKCM). También
se observaron correlaciones inversas entre la expresién de ARN y la metilacion en estos analisis de tumores de
pacientes: LUAD = -0,33, LUSC = -0,38, BRCA = -0,4 y SKCM = -0,25. Las muestras tumorales se subagruparon y
colorearon ademas por expresion de CD8A (sec-ARN, mediana del valor de corte) para analizar ademas la expresion
de PD-L1 por la cantidad de infiltrado inmunitario en cada tumor. Los tumores con una mayor expresion de CD8A
tendieron a tener también una mayor expresion de PD-L1 y una menor metilacion del promotor de PD-L1. Véanse
Véanse las FIGS. 2A (adenocarcinoma de pulmén), 2B (carcinoma de células escamosas de pulmén), 2C (cancer de
mama) y 2D (carcinoma de piel).

Un numero selecto de lineas celulares de NSCLC sometidas a prueba para determinar los niveles de expresion de
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PD-L1 y la metilacion del promotor (véase la FIG. 1) se analizaron ademas para investigar la relacion entre la
metilacién del promotor de PD-L1 y la expresién de PD-L1 in vitro. Las lineas celulares elegidas para su analisis
adicional se seleccionaron en base a los niveles de metilacion promedio en CpG1 y CpG5. Las lineas celulares H661,
LXFL529 y A427 se clasificaron como con niveles de metilacién promedio altos en CpG1 y CpG5; las lineas celulares
H2073 y H322T se clasificaron como con niveles de metilacién promedio medios en CpG1 y CpG5; y la linea celular
H1993 se clasificd como con niveles de metilacion promedio bajos en CpG1 y CpG5.

Las células de cada una de las lineas celulares se expusieron a una de cinco condiciones: (1) sin tratamiento; (2)
tratamiento con 5-azacitidina-dC 1 mM (5-aza-dC, un agente de desmetilacion de ADN); (3) tratamiento con
tricostatina A 0,1 mM (TSA, una histona desacetilasa de mamifero clase | y clase Il); (4) tratamiento con 1 ng/ml de
interferon gamma (IFNg); o (5) tratamiento con una combinacion de 5-aza-dC, TSA e IFNg. La expresion de ARN de
PD-L1 se midi6 a continuacién por gRT-PCR. Como se muestra en la FIG. 3. la expresion de ARN de PD-L1
incremento en H661, LXFL529, A427 y H322T después de 3 dias de tratamiento con 5-aza-dC. Solo H322T demostrd
un incremento en la expresién de ARN de PD-L1 después del tratamiento con TSA. El tratamiento con la combinacion
de 5-aza-dC, TSA e IFNg dio como resultado un incremento de la expresién de PD-L1 en todas las lineas, excepto
H1993 (es decir, la linea celular que tiene niveles de metilaciéon promedio bajos en CpG1y CpG5). H1933 ya demostro
un alto nivel de expresion de PD-L1 de referencia.

Cuatro lineas celulares, es decir, A427 (en la que CpG1 y CpG5 tienen un nivel alto de metilacion); H322T (en la que
CpG1y CpG5 tienen un nivel medio de metilacion, y en la que la expresiéon de PD-L1 es inducible por tratamiento con
IFNg; H292 (en la que CpG1 y CpG5 tienen un nivel bajo de metilacion) y H358 (en la que CpG1 y CpG5 tiene un
nivel bajo de metilacién) se seleccionaron para su uso en experimentos para investigar ademas la relacion del ARN
de PD-L1 y la expresién de proteinas en presencia y ausencia de IFNg. Cuando se estimula con IFNg, A427, H322T,
H292 y H358 mostraron incrementos en la induccién de ARN de PD-L1, independientemente de su expresion basal
original. Véase la FIG. 4A. A427 y H292, que expresan ARN de PD-L1 a niveles bajos en ausencia de IFNg, mostraron
respuestas variables a la estimulacion con IFNg permaneciendo A427 bajo (a 0,012 2-°C), mientras que H292 mostro
un incremento en los niveles de ARN (a 0,102 2-°C). El mayor cambio en la expresion de ARN de PD-L1 se observo
en la linea H322T, incrementada de 0,018 a 1,356 2P La linea celular H358, que ya mostraba altos niveles de
expresion de PD-L1 de referencia y nivel de metilacion bajo en CpG1 y CpG5, no mostré cambios significativos en su
expresion de ARN después de la estimulacion.

La expresion de la proteina PD-L1 se correlacioné débilmente con la expresién de ARN en este subconjunto de lineas
celulares, tanto en el valor de referencia como después de la estimulacién con IFNg. A427 todavia no mostré casi
ninguna expresion sobre el fondo por FACS con una mediana de la intensidad de fluorescencia normalizada (nMFI)
de 20. H322T también mostré un bajo nivel de expresion de PD-L1 (nMFI de 107). Véase la FIG. 4A. H292 mostrd
una expresion de proteina significativamente mayor con una nMFI de 1580, y H358 demostrd la mayor expresion de
referencia (nMFI de 4204). Las cuatro lineas celulares mostraron niveles de proteina PD-L1 en superficie
incrementados después del tratamiento con IFNg. En la linea celular A427, la expresion de la proteina PD-L1
permanecio baja. En las lineas celulares H292 y H358, la expresion de la proteina PD-L1 se incrementé 3-4 veces, y
en H322T, la expresion de la proteina PD-L1 se incrementé mas de 48 veces en comparacion con los niveles de
referencia. De forma comparativa, los niveles de proteina PD-L1 en A427 después del tratamiento con IFNg se
incrementaron a los niveles previos al tratamiento observados en H322T. El tratamiento con IFNg en H322T siguiente
mostré que la expresion de la proteina PD-L1 es altamente inducible. Como se analiza anteriormente, los niveles de
referencia de la proteina PD-L1 en H322T fueron bajos. Por el contrario, los niveles de proteina PD-L1 en H322T
después del tratamiento con IFNg fueron comparables a los niveles de proteina PD-L1 en H292 y H358 después del
tratamiento con IFNg.

A continuacion, se realizaron inmunoelectrotransferencias para determinar si la via de sefalizacion IFNg/JAK/STAT
desempefia un papel en la induccion mediada por IFNg del transcrito de PD-L1 y los niveles de proteina en A427,
H322T, H292 y H358. En resumen, las células de A427, H322T, H292 y H358 estaban (a) sin tratar; (b) tratadas con
IFNg durante 30 minutos; o bien (c) tratadas con IFNg durante 24 horas. A continuacion, las células se procesaron en
lisados de proteinas y se prepararon en geles, se transfirieron y se sondearon con los siguientes anticuerpos: (1) anti-
fosfo-STAT1; (2) anti-total-STAT1: (3) anti-fosfo-STAT3-Y705; (4) anti-fosfo-STAT3-S727; (5) anti-total-STAT3; y (6)
B-actina (control de carga). Las cuatro lineas celulares mostraron una activacion de p-STAT1 fuerte con la siguiente
estimulacion con IFNg, con p-STAT1 basal solo observado en H358. Véase la FIG. 4B. p-STAT3-Y705, el sitio de
activacion inicial para STAT3, se activé constitutivamente en H292 (después de 30 min de tratamiento con IFNg) y
H358, pero se perdié en H358 en 24 h después de la estimulacion con IFNg. STAT3 se activé ademas por las vias
mTOR y MAPK en S727. La activacion de la via de sefializacion JAK/STAT se observo en todas las lineas celulares
en 24 h, excepto en las células H358, que no mostraron la activacion de p-STAT3-S727 antes y después de la
estimulacion en ambos momentos temprano y tardio. Estos resultados muestran que las vias JAK/STAT (incluyendo
la via STAT1) estan activas en las cuatro lineas celulares sometidas a prueba.

A continuacion, se investigo la relacion entre la metilacion del promotor de PD-L1 y la via IFNg/JAK/STAT en A427 y
H358 usando ARNip. Como se indica anteriormente, CpG1 y CpG5 tuvieron niveles bajos de metilacion en A427, y
A427 mostré una expresion de proteina PD-L1 baja o nula en el valor de referencia y después de la estimulacién con
IFNg. Por el contrario, CpG1 y CpG5 tuvieron niveles bajos de metilacion en H358, y H358 mostré una alta expresion
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de proteina PD-L1 en el valor de referencia, que se incrementé después de la estimulacion con IFNg. Para determinar
qué STAT fue mas crucial para la expresion de PD-L1 en el contexto de la metilacién, las células de cada linea celular
se dosificaron con (1) ningun ARNip; (2) control "revuelto”; (3) siSTAT1; (4) siSTAT3; (5) IFNg o (6) siSTAT1, siSTAT3
e IFNg.

A427 no mostro expresion de PD-L1 independientemente del tratamiento, a pesar de la fuerte induccion de STAT1 y
STAT3 activados después de la estimulacion con IFNg. Véase la FIG. 4C. Las células H358 no metiladas mostraron
expresion basal constitutiva de PD-L1 que se indujo ademas con estimulacion con IFNg. siSTAT3 redujo ademas la
expresion basal de PD-L1. Tanto siSTAT1 como siSTAT3 atenuaron la expresion de PD-L1 cerca del valor de
referencia, mientras que la combinacion de IFNg y ambos ARNip mostraron la menor cantidad de expresion de PD-
L1, a pesar de la estimulaciéon simultanea con la interferencia de ARNip. Estos resultados muestran que la metilacion
del promotor de PD-L1 bloqueé la expresion de PD-L1 a pesar de la activacion de IFNg/JAK/STAT1 o
IFNg/JAK/STATS3. Estos resultados también muestran que STAT1 y STAT3 son ambos necesarios para la expresion
de PD-L1 estimulada por IFNg y que STAT3 también parece ser parcialmente necesario para la expresion basal de
PD-L1.

A continuacion, los datos de secuenciacién con bisulfito se superpusieron en mapas de posibles sitios de metilacion
de CpG para subconjuntos de células mononucleares de sangre periférica (PBMC), lineas celulares pulmonares
normales inmortalizadas y lineas pulmonares de NSCLC representativas de las tres categorias de metilacion del
promotor de PD-L1 (es decir, niveles de metilacion alto, medio y bajo). En las FIGS. 5A y 5B, el Mut2/Cpg1 y
Mut7/CpG5 estan encuadrados en rojo. Se observo poca o ninguna metilacion en los diversos subconjuntos de PBMC
que se podian encontrar como infiltrado inmunitario en tumores de pacientes. Véase la FIG. 5A. Las lineas celulares
pulmonares normales tampoco mostraron metilacion en estos sitios. Véanse las FIG. 5A y 5B. Las lineas celulares
H358 y H1993, que expresaron PD-L1 a niveles altos, no mostraron metilacion en CpG1 y 5. Véase la FIG. 5B. Las
lineas celulares H322T y H2073, que mostraron una expresion de PD-L1 de referencia baja pero inducible,
demostraron metilacién parcial en ambos sitios de CpG. Véase la FIG. 5B. A427, que se demostré que tenia una
expresion de PD-L1 de referencia baja, exhibié altos niveles de metilacion en CpG1 y CpG5. Como se observé poca
o ninguna metilacion en CpG1 y CpG5 en subconjuntos de PBMC y lineas celulares hepaticas normales, la metilacion
en la regiéon promotora de PD-L1 que se detecta en la muestra tumoral completa de un paciente, por lo tanto, debe
surgir predominantemente de las células tumorales, y no de ningun otro subconjunto celular en la muestra.

Las lineas celulares de NSCLC del Proyecto del genoma del cancer (CGP) se usaron para crear una curva de
dispersion que compara directamente la metilacion suavizada de CpG1 y CpG5 (valor M) en el eje X y la expresion
de PD-L1 (sec-ARN, recuento log2) en el eje Y. Como se muestra en la FIG. 6A, los datos tienen una relacion
altamente correlacionada de forma inversa, con una correlacion de Pearson de -0,7. La expresion de referencia de
PD-L1 en estas lineas celulares esta altamente afectada por el nivel de metilacion del promotor. Las lineas celulares
CGP analizadas en la FIG. 6A se clasificaron a continuacioén en tres grupos de metilacién: (1) baja (es decir, metilacion
baja o nula tanto en CpG1 como en CpG5), (2) intermedia (es decir, sitio de CpG1 o CpG5 metilado) o (3) alta (CpG1
y CpG5 ambos metilados). Estos grupos se trazaron en el eje X, con expresion basal de PD-L1 por sec-ARN trazada
en el Y y la mediana de la expresion mostrada para cada grupo. El analisis ANOVA mostré una alta relevancia
estadistica para cada grupo, tras la expresion de PD-L1. El grupo (1) (es decir, bajo) tuvo la mayor expresién mediana
de PD-L1, mostrando los grupos de metilacion grupo (2) (es decir, intermedia) y grupo (3) (es decir, alta) una mediana
de la expresion de PD-L1 menor. Véase la FIG. 6B. Estos datos muestran que la expresion basal de PD-L1 se regula
inversamente por el nivel de metilacién del promotor en CpG1 o bien Cpg5, pero también por el nimero de sitios de
CpG que se metilan.

Las lineas celulares en el panel de lineas celulares CPC de NSCLC se trataron a continuacion con 5-aza-dC para que
el efecto de la desmetilacion global tuviera lugar en la expresion de PD-L1 en un conjunto de datos con un mayor
namero de lineas celulares. La expresion de PD-L1 se indujo significativamente. Solo las lineas celulares del grupo
(3) (es decir, alto) mostraron una induccion significativa de la expresién de PD-L1 suprimida por metilacion. Véase la
FIG. 6C. Adicionalmente, es conocido que dos lineas celulares en este panel se han obtenido de dos muestras
separadas de un paciente, H1993 (bajo) y H2073 (intermedio). H1993 no mostré cambios significativos en la expresién
de PD-L1 después del tratamiento con 5-aza-dC, mientras que H2073 mostré una induccién de expresion de PD-L1
significativa después de la desmetilacion del promotor de PD-L1. Véase la FIG. 6D. Estos resultados demuestran que
la metilacion de PD-L1 podria ser un factor impulsor que influye en la expresion de PD-L1, ya que diferentes lineas
celulares con patrones diferentes de metilacion en CpG1 y CpG5 se han originado en el mismo paciente.

La inmunidad adaptativa es el proceso mediante el que el infiltrado inmunitario puede activar y regular por incremento
las proteinas del punto de control inmunitario, tal como PD-L1, en un tumor mediante la liberacion de IFNg y otros
factores de los linfocitos T activados. Los resultados de los experimentos descritos anteriormente sugieren que esta
activacion de PD-L1 se bloquea en lineas celulares que tienen un nivel alto de metilacion en CpG1 y/o CpG5. Se
analizé una coleccion de muestras tumorales de NSCLC humanas para detectar la infiltracion de linfocitos T activados
(expresion del gen CD8A, Fluidigm) y la metilacion del promotor de PD-L1 de células tumorales en CpG5 (también
denominado mut7). Como se muestra en las FIGS. 7A y 7B, solo las muestras tumorales altamente infiltradas con
baja metilacién de CpG5/mut7 mostraron una alta expresién de células tumorales de PD-L1 tanto por IHQ (proteina,
Véase la FIG. 7A) como por gRT-PCR (ARN, véase la FIG. 7B). Los tumores con poca o ninguna infiltraciéon o los
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tumores con alta metilacion de CpG5 mostraron todos una baja expresion de ARN vy proteina PD-L1. La regulacion
por incremento de PD-L1 de células tumorales por la infiltraciéon de linfocitos T activados todavia se bloquea por la
metilacién del promotor en CpG5 en estas muestras tumorales de pacientes con NSCLC.

A continuacién, se realizaron experimentos para determinar si la metilacion de CpG en CpG1 y CpG5 puede bloquear
fisicamente la unién de STAT1 y/o STAT3 a la region promotora de PD-L1 (CpG1) y al intrén 1 (CpG5). Existen dos
motivos de unién de STAT conocidos en estrecha proximidad a CpG1 en el promotor de PD-L1. Las lineas celulares
A427 (es decir, metiladas) y H358 (es decir, no metiladas) descritas anteriormente se cultivaron casi hasta la
confluencia y a continuacion se estimularon con un tampon de control o bien IFNy, como se describe anteriormente.
A la mafana siguiente, las células se dividieron en dos alicuotas, la primera para su uso en la secuenciacion con
bisulfito y la segunda para su uso en ChIP-Seq para evaluar la union de STAT1 y STAT3. La secuenciacién con
bisulfito confirmé el estado de metilacion para ambas lineas celulares y se observé un patrén de unién diferencial
entre las dos lineas celulares, como se representa en el analisis de picos significativos por MACS Peak Calling.

Los resultados de los experimentos de ChlP-Seq se muestran en la FIG. 8 como archivos .bed mostrados en el IgV
Integrated Genomics Viewer (Broad Institute). En la FIG. 8, el archivo .bed superior contiene las coordenadas de los
CpG encontrados en la region promotora de PD-L1 y el intrén 1. CpG1 y CpG5 estan marcados. El segundo archivo
.bed contiene las coordenadas de los motivos de union de STAT conocidos en la region promotora de PD-L1. El tercer
archivo .bed contiene la secuencia Hg19 y la estructura génica para PD-L1/CD274. Los archivos .bed del 4.° al 11.°
(numerados 1-8) son los archivos de unién significativos de MACS, generados después de nuestro experimento ChlP-
Seq con STAT1 y STAT3 en las lineas celulares de NSCLC A427 y H358.

Las lineas celulares metiladas A427 no mostraron union de ninguna de las proteinas STAT, con o sin estimulacion
con IFNy. Véase la tabla 4. Dichos resultados indican que la metilacién de CpG1, y posiblemente CpG5, en A427
bloquea completamente la unién de STAT1 y STAT3 a los motivos de union de STAT cerca de CpG1 en el promotor
de PD-L1. ElI H358 no estimulado no mostré unién por STAT1, pero se demostré que STAT1 se unia al promotor de
PD-L1 después de la estimulacién con IFNy. Véase la tabla 4. Las lineas celulares H358 estaban unidas por STAT3
independientemente de la estimulacion. Véase la tabla 4. CComo se muestra anteriormente, H358 ya tiene un nivel
basal muy alto de expresion de ARN de PD-L1 y estos resultados sugieren que el factor de transcripcion de STAT3
podria ser el impulsor del alto nivel de expresion basal de PD-L1 en esta linea celular.

Tabla 4: Union de STAT1 y STAT3 cerca de CpG1 en el promotor de PD-L1

N.° de muestra |Linea celular [Metilacion en el Estimulacién chiP Unién
promotor de PD-L1

1 A427 ALTA Control STAT1 NO

2 A427 ALTA IFNy STAT1 NO

3 A427 ALTA Control STAT3 NO

4 A427 ALTA IFNy STAT3 NO

5 H358 BAJA Control STAT1 NO

6 H358 BAJA IFNy STAT1 Si

7 H358 BAJA Control STAT3 Si

8 H358 BAJA IFNy STAT3 Si

Los ejemplos precedentes se ofrecen Unicamente con propositos ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la
presente invencion de ninguna manera.
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Ala Trp Ile Xaa Pro Tyr Gly Gly Ser Xaa Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
10

<110> Genentech, Inc.
<120> METILACION DEL PROMOTOR DE PD-L1 EN CANCER
<130> 146392027040
<140> Aun sin asignar
<141> Conjuntamente con la presente
<150> US 62/168.668
<151> 29/05/2015
<160> 30
<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
<210> 1
<211> 10
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética
<220>
<221> VARIANTE
<222> 6
<223> Xaa=DoG
<400> 1
Gly Phe Thr Phe Ser Xaa Ser Trp Ile His
1 5
<210> 2
<211> 18
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética
<220>
<221> VARIANTE
<222> 4
<223> Xaa=SolL
<220>
<221> VARIANTE
<222> 10
<223> Xaa=ToS
<400> 2
1 5
Lys Gly
<210> 3
<211> 9
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética
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<400> 3
Arg His Trp Pro Gly Gly Phe Asp Tyr
1 5
<210> 4
<211> 25
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 4
Glu Val 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> 5
<211> 13
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 5
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
1 5 10
<210> 6
<211> 32
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 6
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Rsn 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
20 25 30
<210> 7
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 7
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
1 5 10
<210> 8
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética
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Arg Ala Ser Gln Xaa Xaa Xaa Thr Xaa Xaa Ala

<220>
<221> VARIANTE
<222> 5
<223> Xaa=DoV
<220>
<221> VARIANTE
<222> 6
<223> Xaa=Vol
<220>
<221> VARIANTE
<222> 7
<223> Xaa=SoN
<220>
<221> VARIANTE
<222> 9
<223> Xaa=AoF
<220>
<221> VARIANTE
<222> 10
<223> Xaa=Vol
<400> 8
1 5
<210> 9
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética
<220>
<221> VARIANTE
<222> 4
<223> Xaa=FoT
<220>
<221> VARIANTE
<222> 6
<223> Xaa=YoA
<400> 9
Ser Ala Ser Xaa Leu Xaa Ser
1 5
<210> 10
<211> 9
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética
<220>
<221> VARIANTE
<222> 3
<223> Xaa=Y,G,FoS
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<220>

<221> VARIANTE

<222> 4

<223> Xaa=L,Y,FoW

<220>

<221> VARIANTE

<222> 5

<223> Xaa=Y,N,A, T,G Fol

<220>

<221> VARIANTE

<222> 6

<223> Xaa=H,V,P, Tol

<220>

<221> VARIANTE

<222> 8

<223> Xaa=A W,R,PoT

<400> 10

Gln Gln Xaa Xaa Xaa Xaa Pro Xaa Thr
1 5

<210> 11

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 11

Agp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 =7 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys

20

<210> 12

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 12

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

<210> 13

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 13

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
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Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg

10

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ser Trp Ile His

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

10

10

Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala Val Ala

<210> 14
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 14
1 5
<210> 15
<211> 10
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 15
1 5
<210> 16
<211> 18
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 16
1 2
Lys Gly
<210> 17
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 17
1 5
<210> 18
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética
<400> 18
Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
1 5
<210> 19
<211> 9
<212> PRT

10
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Secuencia artificial

Construccion sintética
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Gln Gln Tyr Leu Tyr His Pro Ala Thr

5

Secuencia artificial

Construccion sintética

Elu Val Gln Leu Val Glu

<213>
<220>
<223>
<400> 19
1
<210> 20
<211> 118
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 20
1
Ser Leu Arg
Trp Ile His
35
Ala Trp Ile
50
Lys Gly Arqg
65
Leu Gln Met
Ala Arg Arg
Leu Val Thr
115
<210> 21
<211> 108
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 21
Asp Ile Gln
1
Asp Arg Val
Val Ala Trp
35
Tyr Ser Ala
50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Phe
Thr Phe Gly
<210> 22

Leu
20

Trp
Ser
Fhe
Asn
His

100
Val

Mat

Thr
20

Tyr
Ser
Gly
Ala

Gln
100

5
Ser

Val
Pro
Thr

Ser
85

Trp

Ser

Secuencia artificial

Thr
5
Ile
Gln
Phe
Thr
Thr

85
Gly

Cys
Arg
Tyr
Ile
70

Leu

Pro

Ala

Construccion sintética

Gln
Thr
Gln

Leu

Asp
70

Tyr

Thr

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
Arg

Gly

Ser
Cys
Lys
Tyr
55

Phe

Tyr

Lys

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Ala
Ala

Gly

Fro

Pro
40

Ser
Thr
Cys

Val

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu

Phe
105

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Len
Gln

Glu
105

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp

90
Asp

Ser
10

Ser
Lys
Vval
Thr
GEln

30
Ile

59

Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Tyr

Leu
Gln
Ala
Fro
Ile
75

Tyr

Lys

Val

Gly
Tyr
Lys
Ala

Trp

Ser
Asp
Pro

Ser
&0

iy

E1ln
FPhe
Lean
45

Ala
Asn

Val

Gly

Ala
Val
Lys
45

Ser

Tyr

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gln
110

Ser
Ser
30

Phe
Leu

His

Gly
15

ASP
Trp
Ser

Ala

Tyr
95
Gly

Val
15
Thr

Ser
Gln

Fro
95

GEly
Ser
Val
Val
Tyr
g0

Cys

Thr

Gly
Ala
Ile
Gly
Pro

a0
Ala
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<211> 5
<212> ADN
<213>

<400> 22
geteg
<210> 23
<211> 139
<212> ADN
<213>

<400> 23

ES 2 810 700 T3

cacgggtcca agtccaccge cagctgettg ctagtaacat gacttgtgta agttatccca 60
gctgcagcat ctaagtaagt ctcttcocctge gectaagcagg tccaggatcc ctgaacggaa 120

tttatttget ctgtcecatt

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

<220>
<223>

<400>
Glu
1

Ser

Trp
Ala

Lys
65
Leu

Ala

Leu

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

<220>
<223>

<400>
1

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

<220>
<223>

24

11

8

PRT
Secuencia artificial

Construccion sintética

24

Val
Leu
Ile
Trp
50

Gly
Gln

Arg

val

Gln
Arg
His
35

Ile
Arg
Met
Arg

Thr
115

25

11

PRT
Secuencia artificial

Leu

Leu
20

Trp
Ser

Fhe

His
100
val

val
5
Ser
val
Pro
Thr
Ser
85
Trp

Ser

Glu
Cys
Arg
Tyr
Ile
70

Leu

Pro

Ser

Construccion sintética

25
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

26

447
PRT
Secuencia artificial

5

Construccion sintética

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Gly

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Ala
Ala

Gly

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp

Glu

FPhe
105

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp

90
Asp

10

60

Leu
Fhe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Tyr

val
Thr
Gly
Tyr
&0

Lys

Ala

Trp

Gln
FPhe
Leu
45

Ala
Asn

val

Gly

Pro
Ser

Glu

Thr
Tyr

Gln
110

Gly
15

Trp
Ser
Ala
Tyr

95
Gly

Gly
Ser
Vval
Val
Tyr
80

Cys

Thr

139



<400>
Glu
1
Ser
Trp
Ala
Lys
1]
Leu
Ala
Leu
Leu
Cys
145
Ser

Ser

Ser

His
225
Val

Thr
Glu
Lys
Ser
305
Lys
Ile
Fro
Leu
Aen

385
Ser

Arg

26
val

Leu
Ile
Trp
50

Gly
Gln
Arg
Val
Ala
130
Leu
Gly

Ser

Thr
210
Thr

Phe

Pro
val
Thr
290
val
Cys
Ser
Pro
Val
370
Gly

Asp

Trp

His
35
Ile

Arg
Thr
115
Pro
Val
Ala
Gly
Gly
135
Lys

Cys

Glu
Lys
275
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
3585
Lys
Gln
Gly

Gln

Leu

Leu
20

Trp
Ser
Fhe
Asn
His
100
Val
Ser
Lys
Leu
Leu
180
Thr
Val

Pro

Fhe

Val
260
FPhe
Pro
Thr
Val
Ala
340
Arg
Gly
FPro

Ser

Gln
420

Val
Ser
Val
Pro
Thr

Sar
85

Trp
Ser
Ser
Asp
Thr
165
Tyr
Gln
Asp

Pro

Fro

245
Thr

Asan
Aryg
Val
Ser
325
Lys
Glu
Phe
Glu
Phe

405
Gly

Glu
Cys
Arg
Tyr
Ile
70

Leu
Fro
Ser
Lys
Tyr
150
Ser
Ser
Thr
Lys
Cys

230
Fro

Trp
Glu
Leu
310
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
390
Phe

Asn

Ser
Ala
Gln
Gly

55
Ser

Gly
Ala
Ser

135
Phe

Leu
Tyr
Lys
215
Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
295
His
Lys

Gln

Pro
375
Asn
Lau

Val
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Gly
Ala
Ala
40

Gly
Ala
Ala
Gly
Ser
120
Thr
Fro
Val
Ser
Ile
200
val
Ala

FPro

Val
val
280
Gln

Gln

Fro
Thr
360
Ser
Tyr

Tyrc

Fhe

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Phe
105
Thr

Ser

Glu

Ser
185
Cys
Glu
Pro
Lys
Val
265
Asp
Tyr

Asp

Arg
345
Lys
Asp
Lys

Ser

Ser
425

Gly
10

Gly
Gly
Thr

Thr

Asp
S0

Asp
Lys
Gly
Fro
Thr
170
val
Asn
Fro

Glu

Asp
250
Asp

Gly
Ala
Trp
Pro
330
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys

410
Cys

61

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Tyr
Gly
Gly
Val
155
Phe
Val
Val
Lys
Leu

235
Thr

Val
val

Ser

315
Ala
Pro
Gln
Ala
Thr
395

Ser

val
Thr
Gly
Tyr
&0

Lys
Ala
Trp
Fro
Thr
140
Thr
Fro
Thr
Asn
Ser
220
Leu

Leu

Ser
Glu
Thr
300
Asn
Pro
Gln
vVal
Val
380
Pro

Thr

Val

Gln
FPhe
45

Ala
Asn

Val

Ser
125
Bla
Val
Ala
val
His
205
Cys

Gly

His
val
285
Tyr
Gly
Ile
Val
Ser
365
Glu
Pro

val

Met

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Gln
110
Val
Ala
Ser
Val
Pro
150
Lys
Agp
Gly

Ile

Glu
270
His
Arg
Lys
Glu
Tyr

350
Leu

Trp
Val
Asp

His
430

Gly
15

Asp
Trp
Ser
Ala
Tyt
95

Gly
Fhe
Leu
Trp
Leau
175
Ser
FPro
Lys

Pro

Ser

255
hsp

Asn
Val
Glu
Lys
335
Thr

Glu

Lys
415
Glu

Gly
Ser
Val
val
Tyr
g0

Cys
Thr
Fro
Gly
Asn
160
Gln
Ser
Ser

Thr

Ser
240

Pro
Ala
val
Tyr
320
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
400

Ser

Ala
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Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly

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

<220>
<223>

<400>

435

27

214

PRT

Secuencia artificial

Construccion sintética

27

Asp Ile Gln Met Thr

1

5

Asp Arg Val Thr Ils

20

Val Ala Trp Tyr Gln

35

Tyr Ser Ala Ser Phe

50

Ser Gly Ser Gly Thr

65

Glu Asp Phe Ala Thr

85

Thr Phe Gly Gln Gly

100

Pro Ser Val Phe Ile

115

Thr Ala Ser Val Val
130
Lys Val Gln Trp Lys

145

Glu Ser Val Thr Glu

165

Ser Thr Leu Thr Leu

180

Ala Cys Glu Val Thr

135

Phe Asn Arg Gly Glu
210

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

<220>
<223>

<400>

28

122

PRT

Secuencia artificial

Construccion sintética

28

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
T0

Tyr
Thr
Phe
Cys
Val
150
Gln
Ser
His

Cys

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

Ser
Cys
Lys
Tyr
Phe
Tyr
Lys
Pro
Leun
135
Asp
Asp
Lys

Gln

Sar
Ala
Gln

Gly

55

440

EFro
Arg
Fro
40

Ser
Thr
Cys
val
Pro
120
Leu
Asn
Ser

Ala

Gly
200

Gly
Ala
Ala

40
Gly

Ser Sear Leu

Ala
25

10
Ser Gln

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Leu

Thr Ile
75

Gln Gln Tyr

Elu
105
Ser

Asn

30
Ile Lys

Asp Glu

Aan Phe

Ala Leu Gln

Lys

155
Asp Ser
170

Asp Tyr Glu

185
Leu

Gly
Ser
25

Pro

Ser

Ser Ser

Gly Leu
10

Gly Phe
Gly Lys

Thr Tyr

62

Ser
Asp
Fro
Ser
60

Ser
Leu
Arg
Gln
Tyr
140
Ser
Thr
Lys

FPro

445

Ala
Vval
Lys
45

Arg
Sar
Tyr
Thr
Leu
125
Pro
Gly
Tyr
His

val
205

Ser
Sar
30

Fhe
Leu
His
Val
110
Lys
Arg
Asn
Sar
Lys

190
Thr

Val
15

Thr
Leu
Ser
Gln
Fro
95

Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
175
Val

Lys

Gly
Ala
Ile
Gly
Pro
a0

Ala
Ala
Gly
Ala
Gln
160
Ser

Tyr

Ser

Val Gln Pro Gly Gly

15

Thr Phe Ser Asp Ser

30

Gly Leu Glu Trp Val

45

Tyr Ala Asp Ser Val
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Lys Gly Arg Phe
65
Leu Gln Met Asn

Ala Arg Arg His
100
Leu WVal Thr Val

Thr

Ser
85

TTp

Ser
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Ile
70
Leu Arg Ala

Ser Ala

Pro Gly Gly

Ser Ala Ser

115

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

29
108
PRT

<220>
<223>

<400> 29
Asp Ile Gln
1
Asp Arg Val
Val Ala Trp
35

Ser Ala
50

Gly Ser

Tyr

Ser
&5

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

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

30
1186
ADN

<400> 30

gctogggatyg
tttgaggaag
acacacacac
tttatatgtt
tttatcagaa
cctotgaagg
ttaataacat
catttacaaqg
tattecctagg
gtcaggaaag
cccagoectee
tgogeoagett
ttgtteocteoe
acggagggtc
tggtoctaggg
tggoctteoet
aataagatag
gototgatge
gtaacatgac
aagcaggteco

Secuencia artificial

Construccion sintética

Thr
5
Ile

Met

Thr
20
Tyr Gln

Ser Fhe

Gly Thr

Ala Thr
85
Gln Gly
100

Homo sapiens

ggaagttett
tcacagaatc
acctacttte
gtagagttat
agggggacgoc
taaaatcaag
actaaatgtg
aaaactggac
acaccaacac
tccaacgece
gggcctggog
ccocgaggete
gcgggtgoce
tctacaccect
ggcagtagaqg
ccaggogega
gtagtatagg
taggctggag
ttgtgtaagt
aggatccotg

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Iyrc

Thr

120

Ser Pro

Cys

Ser

Ala

Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr

15

g0

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

90

85

Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr

105
Thr Lys

Ser Lan

10

Ser Gln

25

Fro
40
Ser

Lys

Tyr
55
Fhe Thr

Tyr Cys

Lys Val

Gly

GEly

Gln

Glu

Lys

Val Fro

Thr Ile
15
Gln Tyr
90

Ile Lys

105

ttaatgacaa
cacgatttaa
tagaataaaa
atcaagttat
ctttctgata
gtgegttcag
gatttgettt
tgacatgttt
tagataccta
ggcaaactgg
caacgctgag
cgcaccageoec
acggoccagt
ttetttggga
ccaattacct
ttocagttttg
ataggtagte
gtetggacac
tatccocaget
aacggaattt

agcaaatgaa
aaatatattt
accaaagcca
gtcaagatgt
aaggttaagg
atgttggett
aatcttcgaa
cactttoctgt
aactgaaage
atttgotgec
cagctggoge
gogettetgt
atctetgget
tggagagagg
gttggggtta
ctotaaaaat
attcttatge
gggtccaagt
goagoatota
atttgototg

63

110

Ser Ala

Asp Val

Pro Lys
45
Ser Arg
&0
S5er Ser

Leu Tyr

gtttecattat
cctattatac
tatgggtctg
tcagtcacct
ggtaacctta
gttgtaaatt
actctteoceg
tteocatttcta
tteocegoogat
ttgggcagag
gtcoegegeg
cogoctgoag
agctogetgg
agaagggaaa
ataagaacag
aatttatacco
gactgtgtgt
ccacogocag
agtaagtote
tocatt

Val
15
Thr

Gly
Ala
Ile

Ser Gly

Eln Fro
80
FPro Ala

85

gtegaggaac
acccatacac
ctgoctgactt
tgaagaggct
agctcttaceo
tcttttttta
gtgaaaatct
tacacagctt
ttcaccgaag
gtgggcggga
gccccagtteo
gtagggagcg
gcactttagg
gggaacgcga
gocaatgoatae
tctaaaaata
tcagaatata
ctgettgeta
ttocctgoget

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
00
960
1020
1080
1140
1186
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo anti-PD-L1 para su uso en el tratamiento del cancer en un sujeto siempre que se haya encontrado
que el sujeto tiene un nivel medio o bajo de metilacion en la coordenada genémica hg19 chr9: 5449887-5449891 y/o
en uno o mas sitios de CpG en la coordenada gendmica hg19 chr9: 5450934-5451072 en una muestra que contiene
células cancerosas del sujeto,

(i) en el que el nivel medio de metilacion esta entre aproximadamente un 20 % a aproximadamente un 40 % de
metilacion y en el que el nivel bajo de metilacion es menor de aproximadamente un 20 % de metilacion, donde el nivel
de metilacién se determina por secuenciacion con bisulfito,

(i) en el que el nivel medio de metilacion esta entre aproximadamente un 5 % a aproximadamente un 60 % de
metilacion y en el que el nivel bajo de metilacion es menor de aproximadamente un 5 % de metilaciéon, donde la
metilacién se determina por secuenciacion de préxima generacién con bisulfito, o

(iii) en el que el nivel medio de metilacion es un valor beta de entre aproximadamente 0,2 a 0,3 y en el que el nivel
bajo de metilacion es un valor beta menor de aproximadamente 0,2, donde el nivel de metilacién se determina usando
una matriz de chip de metilacién.

2. Un procedimiento para predecir si es probable que un sujeto con cancer responda al tratamiento con un anticuerpo
anti-PD-L1 que comprende medir el nivel de metilacion en la coordenada gendmica hg19 chr9:5449887-5449891 y/o
en uno o mas sitios de CpG en la coordenada gendémica hg19 chr9:5450934-5451072 en una muestra que contiene
células cancerosas del sujeto, en el que el nivel medio o bajo de metilacién en hg19 chr9:5449887-5449891 y/o hg19
chr9:5450934-5451072 en la muestra indica que es probable que el sujeto responda al tratamiento,

(i) en el que el nivel medio de metilacion esta entre aproximadamente un 20 % a aproximadamente un 40 % de
metilacion y en el que el nivel bajo de metilacion es menor de aproximadamente un 20 % de metilacion, donde el nivel
de metilacién se determina por secuenciacion con bisulfito,

(ii) en el que el nivel medio de metilacion esta entre aproximadamente un 5 % a aproximadamente un 60 % de
metilacion y en el que el nivel bajo de metilacion es menor de aproximadamente un 5 % de metilaciéon, donde la
metilacion se determina por secuenciacion de proxima generacién con bisulfito, o

(iii) en el que el nivel medio de metilacion es un valor beta de entre aproximadamente 0,2 a 0,3 y en el que el nivel
bajo de metilacion es un valor beta menor de aproximadamente 0,2, donde el nivel de metilacién se determina usando
una matriz de chip de metilacion.

3. El anticuerpo anti-PD-L1 para su uso o el procedimiento de la reivindicacion 1 o 2, en el que el sujeto tiene un nivel
medio o bajo de metilacion en la coordenada gendmica hg19 chr9:5449887-5449891 y en uno o mas sitios de CpG
en la coordenada genémica hg19 chr9:5450934-5451072.

4. El anticuerpo anti-PD-L1 para su uso o el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la
secuencia de acido nucleico de la coordenada gendmica hg19 chr9:5449887-5449891 es SEQ ID NO: 22.

5. El anticuerpo anti-PD-L1 para su uso o el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la
secuencia de acido nucleico de hg19 chr9:5450934-5451072 es SEQ ID NO: 23.

6. El anticuerpo anti-PD-L1 para su uso o el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que la
muestra del sujeto muestra pruebas de infiltracion de células inmunitarias.

7. El anticuerpo anti-PD-L1 para su uso o el procedimiento de la reivindicacién 6, en el que las pruebas de infiltracion
de células inmunitarias estan indicadas por linfocitos CD8* detectados por medio de inmunoelectrotransferencia,
ELISA, citometria de flujo, qPCR, gqRT-PCR, perfil de transcriptoma, analisis de micromatriz o secuenciacion de
préxima generacion.

8. El anticuerpo anti-PD-L1 para su uso o el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que el
cancer es cancer de pulmon, cancer de mama, cancer de vejiga o0 melanoma.

9. El anticuerpo anti-PD-L1 para su uso o el procedimiento de la reivindicacion 8, en el que el cancer es cancer de
pulmén, y en el que el cancer de pulmén es carcinoma de pulmén no microcitico, carcinoma de pulmén de células
escamosas o adenocarcinoma de pulmon.

10. El anticuerpo anti-PD-L1 para su uso o el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que
el anticuerpo anti-PD-L1 inhibe la uniéon de PD-L1 a PD-1.

11. El anticuerpo anti-PD-L1 para su uso o el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que
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el anticuerpo anti-PD-L1 inhibe la union de PD-L1 a B7-1.

12. El anticuerpo anti-PD-L1 para su uso o el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que
el anticuerpo anti-PD-L1 inhibe la unién de PD-L1 tanto a PD-1 como a B7-1.

13. El anticuerpo anti-PD-L1 para su uso o el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que
el anticuerpo anti-PD-L1 es un anticuerpo monoclonal.

14. El anticuerpo anti-PD-L1 para su uso o el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que
el anticuerpo anti-PD-L1 es un fragmento de anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en fragmentos Fab, Fab'-
SH, Fv, scFv y (Fab')..

15. El anticuerpo anti-PD-L1 para su uso o el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que
el anticuerpo anti-PD-L1 es un anticuerpo humanizado o un anticuerpo humano.

16. El anticuerpo anti-PD-L1 para su uso o el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que
el anticuerpo anti-PD-L1 se selecciona del grupo que consiste en: YW243.55.570, MPDL3280A, MDX-1105,
MEDI4736 y MSB0010718C.

17. El anticuerpo anti-PD-L1 para su uso o el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que
el anticuerpo anti-PD-L1 comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de HVR-H1 de SEQ ID NO: 15,
la secuencia de HVR-H2 de SEQ ID NO: 16 y la secuencia de HVR-H3 de SEQ ID NO: 3; y una cadena ligera que
comprende la secuencia de HVR-L1 de SEQ ID NO:17, la secuencia de HVR-L2 de SEQ ID NO: 18 y la secuencia de
HVR-L3 de SEQ ID NO: 19.

18. El anticuerpo anti-PD-L1 para su uso o el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que
el anticuerpo anti-PD-L1 comprende una regién variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 24 y una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 21.

19. Uso de un kit que comprende reactivos para medir el nivel de metilacién en la coordenada gendémica hg19
chr9:5449887-544989 y/o en uno o mas sitios de CpG en la coordenada gendémica hg19 chr9:5450934-5451072 en
una muestra que contiene células cancerosas de un sujeto de acuerdo con el procedimiento de una cualquiera de las
reivindicaciones 2-18.
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NCI-H1975 (IVVC)
HCC2935 (UTSW)

NCI-H2002
NCI-H441
HCCs27
HCC4017 (UTSW)

MCI-H1838

H1693
HCC1171 (UTSW)

REFF-LC-KJ
HOP-62

REFF-LC-0OK
HCC78
MCI-H1335
NCI-H358
MNCI-H2110
MCI-H2122
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NCI-H2347
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H1373
NCI-H920
HOP-92
HCC4006
NCI-H850
HCC44
SK-MES-1
HCC4011
NCI-H226
NCI-H480
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LUAD (cor: -0,33, valor de p: 8,42-09, 294 muestras, sonda: ¢g13474877)
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