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DESCRIPCION
Anticuerpo monoclonal anti-PD1, composicion farmacéutica del mismo y uso del mismo
Campo técnico

La presente invencién pertenece al campo de la terapia tumoral y la inmunologia molecular, y se refiere a un anticuerpo
anti-PD1, a su composicién farmacéutica y a sus métodos de uso. En concreto, la presente invencién se refiere a un
anticuerpo monoclonal anti-PD1.

Antecedentes técnicos

El receptor transmembrana PD1 (muerte celular programada 1, también conocido como PD-1) es un miembro de la
familia de genes CD28, expresado en células T activadas, células B y células mieloides. Ambos ligandos de PD1 (es
decir, PDL1 y PDL2) pertenecen a la superfamilia B7; en la que PDL1 se expresa ampliamente en una variedad de
células, incluidas las células T, las células B, las células endoteliales y las células epiteliales, mientras que PDL2 sélo
se expresa en células presentadoras de antigenos, tales como las células dendriticas y los macréfagos.

Las células T desempefian un papel muy importante en la eliminacién de infecciones virales, y la respuesta antiviral
de las células T suele estar asociada a la inmunopatogénesis. PD1 desempefia un papel vital en la regulacién negativa
de la activacion de las células T. Aunque la regulacién negativa mediada por PD1 sobre las células T puede reducir el
dafio tisular causado por la infeccion, bloquear o inhibir el efecto regulador negativo de PD1 puede conducir a
enfermedades autoinmunes, por ejemplo la infeccién por el virus pancreatico se puede eliminar de forma mas eficaz
en ratones carentes del gen PD1, pero puede conducir a un dafio hepatico mas grave (Isai et al., 2003,
J.Exp.Med.198:39-50). Ademas, los tumores con PD1 altamente expresado a menudo se convierten en canceres que
son dificiles de detectar (Hamanishi et al., 2007, Proc.Natl.Acad. Sci.USA 104:3360-5). Un método establecido para
regular la expresion de PD1 es mediante la inyeccién de anticuerpos en el cuerpo.

Debido a las amplias perspectivas antitumorales y la asombrosa eficacia del anticuerpo anti-PD1, generalmente se
cree que los anticuerpos contra la ruta de PD1 conduciran a avances en el tratamiento de una variedad de tumores:
cancer de pulmén no microcitico, carcinoma de células renales, cancer de ovario, melanoma (Homet MB, Parisi G., et
al., Anti-PD1 Therapy in Melanoma. Semin Oncol. 2015 Jun;42(3):466-473), leucemia y anemia (Held SA, Heine A, et
al., Advances in immunotherapy of chronic myeloid leukemia CML. Curr Cancer Drug Targets. 2013 Sep;13(7):768-
74).

Desde la publicacion de datos de eficacia clinica sin precedentes en las reuniones anuales de la Asociacion
Estadounidense para la Investigacion del Cancer (AACR) y la Sociedad Estadounidense de Oncologia Clinica (ASCO)
en 2012y 2013, los anticuerpos anti-PD1 se han convertido en los nuevos medicamentos més populares en |+D en la
industria farmacéutica mundial. Brahmer JR et al., (2015) FUTURE ONCOLOGY, 11(9): 1307-1326, describen el
desarrollo clinico de nivolumab para el tratamiento de ciertos tipos de cancer. McDermott J. et al., (2015) DRUGS OF
TODAY, 51(1):7, describen el desarrollo clinico de pembrolizumab para el tratamiento de ciertos tipos de cancer. El
ensayo clinico NCT02383212 (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02383212) describe un estudio clinico de
cemiplimab en pacientes con ciertos tipos de cancer.

En la actualidad, todavia existe la necesidad de desarrollar nuevos anticuerpos anti-PD1 con mejor eficiencia de unién
para bloguear eficazmente la unién de PD1 a PDLA1.

Sumario de la invencién

A través de una investigacion exhaustiva y un trabajo creativo, al inmunizar ratones con el sistema de expresion de
PD1 recombinante expresado en células de mamiferos como antigeno, los inventores obtuvieron células de hibridoma
mediante la fusion de esplenocitos de ratén y células de mieloma. Al examinar una gran cantidad de muestras, los
inventores obtuvieron la linea celular de hibridoma LT003 (n.? de deposito de acceso CCTCC: C2015105).

Los inventores descubrieron sorprendentemente que la linea de células de hibridoma LT003 es capaz de segregar un
anticuerpo monoclonal especifico (denominado 14C12) que se une especificamente a PD1, y este anticuerpo
monoclonal puede bloquear eficazmente la asociacién de PD1 a PDLA1.

Ademas, los inventores generaron de forma creativa un anticuerpo anti-PD1 humanizado (denominado 14C12H1L1).
Mas sorprendentemente, los inventores descubrieron que los anticuerpos 14C12 y 14C12H1L1 de la presente

invencion pueden unirse eficazmente a células T humanas, activar las células T e inducir la secrecién de IFN-y e IL-2
de linfocitos humanos. Los anticuerpos 14C12y 14C12H1L1 de la presente invencion tienen el potencial de convertirse
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en medicamentos para prevenir y tratar enfermedades malignas, que incluyen cancer de pulmén, melanoma, cancer
renal, cancer de ovario y leucemia, asi como anemia.

La invencién se define de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas.
A continuacion se describe lo siguiente:
Un anticuerpo monoclonal o sus fragmentos de unién al antigeno, en el que,

la region variable de cadena pesada (Vw) de dicho anticuerpo monoclonal comprende: las CDR con las secuencias
de aminoacidos de SEQ ID NO:9-11;

y/o

la region variable de cadena ligera (VL) de dicho anticuerpo monoclonal comprende: las CDR con las secuencias
de aminoé&cidos de SEQ ID NO:12-14.

Un anticuerpo monoclonal o sus fragmentos de unién al antigeno, en el que,
la secuencia de aminoacidos de Vh del anticuerpo monoclonal se elige entre SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 6;
y/o
la secuencia de aminoacidos de V. del anticuerpo monoclonal se elige entre SEQ ID NO: 4y SEQ ID NO: 8.
Segun la presente invencion, el anticuerpo monoclonal o sus fragmentos de unién al antigeno, comprende:
(1) Vu mostrada en SEQ ID NO: 2 y VL mostrada en SEQ ID NO: 4;
(2) Vu mostrada en SEQ ID NO: 6 y VL mostrada en SEQ ID NO: 8.
Las regiones variables en las cadenas pesadas y ligeras de un anticuerpo regulan la actividad de unién. Cada cadena
contiene tres regiones hipervariables, a saber, la regién determinante de la complementariedad (CDR) (HCDR1,
HCDR2 y HCDRS en la cadena pesada (H}, y LCDR1, LCDR2 y LCDR3 en la cadena ligera (L))}, que estan definidas
por Kabat, et al. (Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta edicién (1991), volumen 1-3, publicacion
NIH 91-3242, Bethesda MD).
A través de técnicas bien conocidas por el personal técnico en el campo descrito aqui, por ejemplo analizando las
secuencias de aminoacidos en la CDR de las secuencias de anticuerpos monoclonales en los apartados (1) y (2)
anteriores a través de la base de datos VBASE2:
Los anticuerpos 14C12 y 14C12H1L1 aqui comprenden la misma CDR:
en los que las secuencias de aminoacidos de las 3 regiones CDR de VH son las siguientes:
HCDR1: GFAFSSYD (SEQ ID NO: 9},
HCDR2: ISGGGRYT (SEQ ID NO: 10),
HCDR3: ANRYGEAWFAY (SEQ ID NO: 11);
en los que las secuencias de aminoacidos de las 3 regiones CDR de VL son las siguientes:
LCDR1: QDINTY (SEQ ID NO: 12},
LCDR2: RAN (SEQ ID NO: 13},
LCDR3: LQYDEFPLT (SEQ ID NO: 14).
En cierto ejemplo, el dicho anticuerpo monoclonal o su fragmento de unién al antigeno del mismo, en el que el dicho
anticuerpo monoclonal o su fragmento de union al antigeno se seleccionan de Fab, Fab', F(ab')2, Fd, Fv, dAb, CDR,

anticuerpos monocatenarios (por ejemplo, scFv), anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos o anticuerpos
biespecificos.
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En ciertos aspectos, el dicho anticuerpo monoclonal o su fragmento de unién a antigeno, en el que dicho anticuerpo
monoclonal se une a la proteina PD1 con Ko menor que aproximadamente 10 M, por ejemplo, menor que
aproximadamente 10% M, 107 M, 108 M, 10° M, 107" M, o menos; preferiblemente, detectado por el equipo de
interaccion molecular Fortebio.

En ciertos aspectos, el dicho anticuerpo monoclonal o su fragmento de unién al antigeno, en el que el dicho anticuerpo
monoclonal se une a la proteina PD1 con una ECso menor que aproximadamente 100 nM, por ejemplo, menor que 10
nM, 1 nM, 0,9 nM, 0,8 nM, 0,7 nM, 0,6 nM, 0,5 nM, 0,4 nM, 0,3 nM, 0,2 nM, 0,1 nM o menos. Especificamente, la dicha
ECso se determina mediante un ELISA indirecto.

En ciertos aspectos, el dicho anticuerpo monoclonal o su fragmento de unién al antigeno del mismo, en el que dicho
anticuerpo monoclonal se une a la proteina PD1 con Kp menor que aproximadamente 10° M, tal como menor que
aproximadamente 10¢ M, 107 M, 108 M, 10° M, 10-'° M, o0 menos,

En ciertas realizaciones, el dicho anticuerpo monoclonal o su fragmento de uniéon a antigeno, en el que dicho
anticuerpo monoclonal contiene regiones no CDR de especies distintas del raton, por ejemplo del ser humano.

En ciertas realizaciones, el dicho anticuerpo monoclonal o sus fragmentos de unién a antigeno, en el que dicho
anticuerpo monoclonal es producido por la linea celular de hibridoma LT003, y dicha linea celular de hibridoma LT003
se conserva en el Centro de Coleccion de Cultivos Tipo de China (CCTCC) con el n.2 de acceso de depdsito CCTCC:
C2015105.

La descripcién se refiere a una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia nucleotidica capaz
de codificar Vn del anticuerpo, en la que,

la V1 de dicho anticuerpo comprende: CDR con las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 9-11;

Especificamente, la cadena pesada de dicho anticuerpo tiene las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 o0
SEQ ID NO: 6;

Mas especificamente, la dicha molécula de acido nucleico tiene las secuencias nucleotidicas de SEQ ID NO: 1 o
SEQ ID NO: 5.

La descripcién se refiere a una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia nucleotidica capaz
de codificar VL del anticuerpo, en la que,

la VL del anticuerpo comprende CDR con las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 12-14;

Especificamente, la VL de dicho anticuerpo tiene las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO:
8;

Mas especificamente, la dicha molécula de acido nucleico tiene las secuencias nucleotidicas de SEQ ID NO: 3 o
SEQ ID NO: 7.

La presente invencion se refiere a un vector que comprende la molécula de acido nucleico aislada descrita aqui.

La presente invencion se refiere a una célula hospedadora que comprende la molécula de acido nucleico aislada
descrita aqui, o el vector descrito en la presente invencién.

La presente invencién se refiere a un método para preparar el anticuerpo monoclonal o sus fragmentos de unién al
antigeno descritos en la presente invencion, cultivando la célula hospedadora en la presente invencion en condiciones
apropiadas y recuperando dicho anticuerpo monoclonal o sus fragmentos de union al antigeno del mismo del cultivo
celular.

La presente invencion se refiere a la linea celular de hibridoma LT003 que se conserva en el Centro de Coleccion de
Cultivos Tipicos de China (CCTCC) con el n.? de acceso de depésito CCTCC: C2015105.

La presente invencion se refiere a un conjugado que consiste en un anticuerpo monoclonal o sus fragmentos de unién
a antigeno y una parte conjugante, en el que, el dicho anticuerpo monoclonal es un anticuerpo monoclonal o sus
fragmentos de unién a antigeno descritos en la presente invencién, y la dicha parte conjugante es un marcador
detectable. Especificamente, la dicha parte conjugante son is6topos radiactivos, fluoresceina, materiales
luminiscentes, sustancias colorantes o enzimas.

La presente invencion se refiere a kits de reactivos, que consisten en el anticuerpo monoclonal o sus fragmentos de
unién a antigeno, o sus conjugados descritos en la invencién;
4
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Especificamente, los kits de reactivos pueden contener un anticuerpo secundario, que reconoce especificamente el
dicho anticuerpo monoclonal o sus fragmentos de unién al antigeno; opcionalmente, el dicho anticuerpo secundario
puede contener marcadores detectables, tales como isétopos radiactivos, fluoresceina, materiales luminiscentes,
sustancias colorantes 0 enzimas.

La presente invencién se refiere a una composicién farmacéutica que comprende el dicho anticuerpo monoclonal o
sus fragmentos de unién a antigeno, o sus conjugados descritos en la invencién. Opcionalmente, puede comprender
ademas un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion se refiere al dicho anticuerpo monoclonal o a sus fragmentos de unién a antigeno o a sus
conjugados descritos en la invencion para uso en la prevencién y/o tratamiento y/o tratamiento adyuvante y/o
diagnostico de tumores o anemia; especificamente, los dichos tumores pueden ser melanoma, cancer renal, cancer
de prostata, cancer de vejiga, cancer colorrectal, cancer gastrointestinal, cancer de higado, cancer de pulmén no
microcitico, cancer de ovario y leucemia.

Los presentes inventores han descubierto a través de experimentos con animales que 14C12H1L1 puede inhibir
eficazmente el crecimiento de células tumorales MC38 inoculadas en el lado derecho por via subcutanea en ratones
PD-1 HUGEMM, y que el farmaco de anticuerpo 14C12H1L1 puede inhibir significativamente el crecimiento del tumor
en ratones portadores de tumores PD-1 HUGEMM, teniendo una eficacia equivalente al farmaco de anticuerpo
monoclonal comercializado Nivolumab, que es un farmaco aprobado que se dirige la misma diana.

La presente invencion se refiere al uso del anticuerpo monoclonal o sus fragmentos de uniéon a antigeno o sus
conjugados descritos en la presente invencién para la preparacién de farmacos con los siguientes fines:

Bloquear la unién de PD1 al ligando PD1,

Regular (por ejemplo, disminuir) la actividad o el nivel de PD1,

Aliviar la inmunosupresion de PD1, o

Aumentar la expresion de IFN-y y/o IL-2 en los linfocitos T;
Especificamente, el dicho ligando PD1 es PDL1 o PDL2, preferiblemente PDL1.
La descripcién se refiere a un método in vitro para aplicar a células que lo necesitan una dosis eficaz del anticuerpo
monoclonal o sus fragmentos de unién al antigeno o sus conjugados descritos en la presente invencion; o una dosis
eficaz del anticuerpo monoclonal o sus fragmentos de unién al antigeno o sus conjugados descritos en la presente
invencién para uso en una método in vivo para aplicar a sujetos que lo necesitan, y el dicho método se selecciona de
los siguientes:

Métodos para bloquear la unién de PD1 al ligando PD1,

Métodos para regular (por ejemplo, disminuir) la actividad o el nivel de PD1,

Métodos para aliviar la inmunosupresion de PD1, o

Métodos para aumentar la expresion de IFN-y y/o IL-2 en linfocitos T;
Especificamente, el dicho ligando PD1 es PDL1 o PDL2, preferiblemente PDL1.
En un aspecto, dicho método in vitro esta destinado a fines no terapéuticos ni de diagnostico.
El interferon v (IFNY) es producido principalmente de forma natural por las células asesinas naturales (NK) y las células
T asesinas naturales (NKT), o es producido por las células T efectoras que consisten en células Th1 CD4 y linfocitos
T citotéxicos CD8 después de ser estimulados por antigenos especificos. Como una citocina importante de la
inmunidad innata y adquirida, el IFNy desempefia un papel importante en la antagonizacion o inhibicién de infecciones
virales, algunas bacterianas y protozoarias. Mientras tanto, el IFNy puede activar los macréfagos e inducir la expresién
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) tipo 2 para activar respuestas inmunes para controlar la progresién
de los tumores (Schoenborn JR, Wilson CB. Regulation of Interferon-y During Innate and Adaptive Immune Responses.

Advances in Immunology 2007; 96:41-101). En el estudio in vitro de la presente invencion, el anticuerpo anti-PD1
puede inducir la secrecién de IFNy para activar respuestas inmunes.
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La interleucina 2 (IL-2) producida por las células T es un factor de crecimiento que regula los subconjuntos de células
T y un factor crucial que regula las respuestas inmunitarias, promueve la proliferacién de células B activadas, y
participa en las respuestas de anticuerpos, la hematopoyesis y la vigilancia oncolégica. La IL-2 humana recombinante
ha sido aprobada por la FDA de EE. UU. para el tratamiento de tumores malignos (incluido el melanoma, el tumor
renal, etc.) mientras se realizan estudios clinicos para el tratamiento de infecciones virales crénicas (Chavez, AR, et
al., Pharmacologic administration of interleukin-2. Ann N Y Acad Sci, 2009.1182:p.14-27). En estudios in vitro, el
anticuerpo anti-PD1 de la presente invencién puede aliviar especificamente la inmunosupresion de PD1, activar células
T e inducir la produccién de IL-2, mostrando perspectivas prometedoras de amplias aplicaciones en terapias genéticas
para enfermedades neoplasicas y parasitarias.

El anticuerpo monoclonal o sus fragmentos de unién a antigeno o sus conjugados descritos en la presente invencién
es para uso en la prevencién y/o tratamiento y/o tratamiento adyuvante y/o diagnostico de tumores o anemia;
especificamente, los dichos tumores pueden ser melanoma, cancer renal, cancer de préstata, cancer de vejiga, cancer
colorrectal, cancer gastrointestinal, cancer de higado, cancer de pulmén no microcitico, cancer de ovario o leucemia.

El anticuerpo monoclonal o sus fragmentos de unién al antigeno o sus conjugados descritos en la presente invencién
se utilizan en un método para:

Bloquear la unién de PD1 al ligando PD1,

Regular (por ejemplo, disminuir) la actividad o el nivel de PD1,

Aliviar la inmunosupresion de PD1, o

Aumentar la expresion de IFN-y y/o IL-2 en los linfocitos T;
Especificamente, el dicho ligando PD1 es PDL1 o PDL2, preferiblemente PDL1.

En un ejemplo especifico, el anticuerpo monoclonal o sus fragmentos de unioén a antigeno o los conjugados de los
mismos descritos en la presente invencion solo bloquean la uniéon de PD1 a PDL1.

A menos que se defina lo contrario aqui, los términos cientificos y técnicos utilizados en relacién con la presente
invencion tendran los significados que cominmente entienden los expertos en la técnica. Ademas, las técnicas de
laboratorio de cultivo celular y de tejidos, genética molecular, quimica de oligonucleétidos o polinucleétidos, e
inmunologia descritas aqui son las bien conocidas y comunmente utilizadas en la técnica. Mientras tanto, para
comprender mejor la presente invencién, los siguientes términos, a menos que se indique lo contrario, se entenderan
con los siguientes significados:

Como se utiliza en la presente invencion, la expresion “Secuencia de aminoacidos de la proteina PD1 (Proteina de
muerte celular programada 1, NCBI GenBank: NP_005009.2)" comprende la proteina PD1 de longitud completa, o
PD1ECD (segmento extracelular de PD1) o fragmentos que contienen PD1ECD; y también comprende la proteina de
fusion de PD1ECD, por ejemplo fusionada con los fragmentos de proteina Fc de IgG de ratén o humano (mFc o hFc).
Ademas, como entenderan los expertos en la técnica, la secuencia de aminoacidos de la proteina PD1 puede tener
mutaciones naturales o artificiales (incluidas, pero sin limitarse a, sustituciones, deleciones y/o adiciones), que no
afecten a sus funciones biologicas. Por lo tanto, en la presente invencion, la expresién “proteina PD1” debe incluir
todas esas secuencias y sus variantes naturales o artificiales. Ademas, al describir los fragmentos de secuencia de la
proteina PD1, los dichos fragmentos de secuencia comprenden tanto los fragmentos de secuencia como los
fragmentos de secuencia correspondientes en sus variantes naturales o artificiales.

Como se utiliza en esta invencion, la expresién “Secuencia de aminoacidos de la proteina PDL1 (Ligando de muerte
programada 1, NCBI GenBank ID: NP_054862.1)" comprende la proteina PDL1 de longitud completa, o PDL1ECD
(segmento extracelular de PDL1) o fragmentos que contienen PDL1ECD; y también comprende la proteina de fusién
de PDL1ECD, por ejemplo fusionada con los fragmentos de proteina Fc de IgG de ratén o humana (mFc o hFc).
Ademas, como comprenderan los expertos en la técnica, la secuencia de aminoacidos de la proteina PDL1 puede
tener mutaciones naturales o artificiales (incluidas, pero sin limitarse a, sustituciones, deleciones y/o adiciones), que
no afecten a sus funciones biolégicas. Por lo tanto, en la presente invencion, la expresion “proteina PDL1" debe incluir
todas esas secuencias y sus variantes naturales o artificiales. Ademas, al describir los fragmentos de secuencia de la
proteina PDL1, los dichos fragmentos de secuencia comprenden tanto los fragmentos de secuencia como los
fragmentos de secuencia correspondientes en sus variantes naturales o artificiales.

Como se utiliza en esta invencién, el término “ECso” se refiere a la concentracion para el 50% del efecto maximo.

Como se utiliza en esta invencion, el término “anticuerpo” se refiere a proteinas de inmunoglobulina, que estan
compuestas tipicamente de dos pares de cadenas polipeptidicas (cada par tiene una cadena “ligera” (L} y una cadena
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“pesada” (H)). Las cadenas ligeras se clasifican como cadenas ligeras x y A. Las cadenas pesadas se clasifican como
I, 0, v, & O €, y, respectivamente, definen anticuerpos de isotipo como IgM, IgD, IgG, IgA e IgE. En las cadenas ligeras
y las cadenas pesadas, las regiones variables y las regiones constantes estan conectadas por una regién "J” que
consiste en aproximadamente 12 o mas aminoacidos. La cadena pesada también contiene una regién “D” con
aproximadamente 3 o mas aminoacidos. Cada cadena pesada contiene una region variable (Vu) y una region
constante (Ch), que consiste en 3 dominios (Ch1, CH2 y Ch3). Cada cadena ligera contiene una region variable (VL) y
una region constante (CL), que conssite en un dominio CL. La regiébn constante puede mediar la union de la
inmunoglobulina a los tejidos o factores del hospedante, incluidas varias células del sistema inmunitario (por ejemplo,
células efectoras) y el componente del complemento 1q (C1q) del sistema del complemento clasico. Vi y VL también
se pueden subdividir en regiones con alta variabilidad (denominadas region determinante de complementariedad
(CDRY)), que estan separadas por regiones relativamente conservativas denominadas regiones estructurales (FR).
Desde el extremo amino hasta el extremo carboxilo, cada Vi1 y VL se compone de 3 CDR y 4 FR, en el orden de FR1,
CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. Las regiones variables (Vny VL) de la cadena pesada y la cadena ligera forman
el sitio de unién del anticuerpo. La distribucién de aminoacidos en las regiones o dominios sigue las definiciones de
Kabat en Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institutes of Health Bethesda, MD (1987 y 1991)),
o Chothia y Lesk (1987) Mol. Biol., 196:901-917; o Chothia et al. (1989) Nature, 342:878-883. El término “anticuerpo”
no esta restringido por ningin método particular de produccién de los mismos. Por ejemplo, incluye, en particular,
anticuerpos recombinantes, anticuerpos monoclonales y anticuerpos policlonales. Los anticuerpos pueden ser de
diferentes isotipos, por ejemplo anticuerpos IgG (tales como los subtipos IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4), IgA1, IgA2, IgD,
IgE o IgM.

Como se utiliza en esta invencion, la expresion “fragmentos de unién a antigeno” se refiere a un polipéptido que
contiene fragmentos de un anticuerpo de longitud completa, que mantiene la capacidad de unirse especificamente al
mismo antigeno y/o de competir con el anticuerpo de longitud completa para unirse al antigeno, que también se
denomina “la porcion de unién al antigeno”. Véase Fundamental Immunology, Cap. 7 (Paul, W., ed. 2, Raven Press,
NY (1989)). Los fragmentos de union a antigeno se pueden generar mediante técnicas de ADN recombinante o
mediante la escision de anticuerpos intactos con enzimas proteoliticas o productos quimicos. En algunos casos, los
fragmentos de unién a antigeno incluyen fragmentos Fab, Fab', F(ab')e, Fd, Fv, dAb y CDR, anticuerpos
monocatenarios (por ejemplo, scFv), anticuerpos quiméricos, diacuerpos, y los polipéptidos que contienen al menos
una porcién de anticuerpo que es suficiente para conferir una capacidad de unién a antigeno especifica a los
polipéptidos.

En algunos casos, el fragmento de unidén a antigeno es un diacuerpo, es decir, un fragmento de anticuerpo dimérico,
cuyos dominios VH y VL se expresan en una sola cadena polipeptidica; sin embargo, debido al uso de un enlazador
demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios de la misma cadena, los dominios se ven
obligados a emparejarse con dominios complementarios en otra cadena para generar dos sitios de unién al antigeno
(véase, por ejemplo, Holliger P. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448 (1993), y Poljak RJ et al., Structure
2: 1121-1123 (1994)).

Utilizando técnicas convencionales conocidas por aquellos de pericia normal en la técnica (tales como tecnologia de
ADN recombinante o escisién enzimatica/quimica), se puede obtener un fragmento de unién a antigeno (tales como
los fragmentos de anticuerpo descritos anteriormente) a partir de un anticuerpo dado (por ejemplo, los anticuerpos
monoclonales 14C12, 14C12H1L1 proporcionados aqui en la invencion), y analizarse para determinar su especificidad
de la misma manera que para el anticuerpo completo.

En esta invencién, a menos que se especifique lo contrario, el término “anticuerpo” se refiere no sélo al anticuerpo
intacto, sino también a los fragmentos de unién a antigeno del anticuerpo.

Como se utiliza en esta invencion, los términos “mAb” y “anticuerpos monoclonales” se refieren a un anticuerpo o un
fragmento de un anticuerpo que deriva de un grupo de anticuerpos altamente homélogos, es decir, de un grupo de
moléculas de anticuerpos idénticas, excepto por mutaciones que pueden surgir espontaneamente. El anticuerpo
monoclonal tiene una alta especificidad contra un Unico epitopo en el antigeno. Los anticuerpos policlonales son
diferentes de los anticuerpos monoclonales, ya que contienen al menos 2 o0 mas anticuerpos diferentes, que
generalmente reconocen diferentes epitopos en el antigeno. Los anticuerpos monoclonales se pueden obtener con
tecnologia de hibridoma dada a conocer originalmente por Kohler et al., (Nature, 256: 495, (1975)), asi como con
tecnologia de ADN recombinante (véase la patente de EE. UU. 4.816.567).

Como se utiliza en esta invencién, la expresién “anticuerpo humanizado” se refiere a un anticuerpo o sus fragmentos,
derivado de una inmunoglobulina humana (anticuerpo receptor), cuyas CDR o parte de las CDR se sustituyen por las
regiones CDR de un anticuerpo no humano (anticuerpo donante), en el que el anticuerpo donante puede ser un
anticuerpo no humano (por ejemplo, ratones, ratas o conejos) con especificidad, afinidad de unién o reactividad
predictivas. Ademas, algunos restos de aminoacidos de la regién estructural (FR) del anticuerpo receptor también
pueden sustituirse por los restos de aminoacidos correspondientes de la fuente no humana, o sustituirse por los restos
de aminoacidos de otros anticuerpos para mejorar u optimizar aun mas el rendimiento del anticuerpo. Para obtener
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mas detalles sobre los anticuerpos humanizados, véase, por ejemplo, Jones, et al., Nature, 321: 522-525 (1986);
Reichmann et al., Nature, 332: 323-329 (1988); Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596 (1992); y Clark, Immunol.
Today, 21: 397-402 (2000).

Como se utiliza en esta invencion, el término "aislado” significa obtenido por medios artificiales en el estado natural.
Si existe un determinado tipo de materia o0 componente “aislado” en la naturaleza, puede deberse al cambio en su
entorno natural, o estar aislado del entorno natural, 0 ambos. Por ejemplo, un polinucleétido o polipéptido en existencia
natural en un animal vivo se denominara “aislado” si se separé con alta pureza en el mismo estado natural. El término
“aislado” no excluye la existencia de material artificial o sintético, u otras impurezas que no afecten a la actividad.

Como se utiliza en esta invencion, el término “vector” se refiere a un vehiculo de administracién de acido nucleico que
puede insertarse con un polinucleétido. El vector que puede tener la proteina que esta codificada por el polinucleodtido
insertado expresado se denomina vector de expresion. Los vectores pueden insertarse en la célula hospedadora
mediante transformacién, transduccion, o transfeccion, de modo que las sustancias genéticas transportadas por el
vector pueden expresarse en la célula hospedadora. Los vectores son bien conocidos por el personal técnico en el
campo, incluyendo, pero sin limitarse a: plasmido; fasmido; césmido; cromosoma artificial, tal como cromosoma
artificial de levadura (YAC), cromosoma artificial bacteriano (BAC) o cromosoma artificial derivado de P1 (PAC); fago,
tal como fago A o fago M13, y virus animales, etc. Los virus animales pueden incluir, pero no se limitan a, virus de
transcriptasa inversa (incluyendo lentivirus), adenovirus, virus adenoasociados, virus del herpes (por ejemplo, virus
del herpes simple), virus de la varicela, baculovirus, virus del papiloma, y virus de la papila (tal como SV40). Un vector
puede contener multiples componentes que controlan la expresion, incluidos, pero sin limitarse a, promotor, factor de
iniciacién de la transcripcién, potenciador, elemento de seleccién, y gen informador. Ademas, el vector también puede
contener un sitio de iniciacion de la replicacion.

Como se utiliza en esta invencién, la expresion “célula hospedadora” se refiere a células que pueden importar vectores,
incluyendo, pero sin limitarse a, células procariotas tales como E. coliy Bacillus subtilis, células flingicas tales como
levadura y Aspergillus, células de insectos tales como células S2 de drosophila y Sf9, o células animales tales como
células de fibroblastos, células CHO, células COS, células NSO, células Hela, células BHK, células HEK293 o células
humanas.

Como se utiliza en esta invencion, la expresidn “unién especifica” se refiere a una unién no aleatoria entre dos
moléculas, tal como la interaccién entre el anticuerpo y su antigeno diana. En algunas realizaciones, una unién
especifica de un anticuerpo a un antigeno significa una afinidad (Ko), por ejemplo menor que aproximadamente 10
5 M, en particular, menor que 10¢ M, 107 M, 108 M, 10° M, 107'® M, o menos.

Como se utiliza en esta invencién, el término “Kp” se refiere a la constante de equilibrio de disociacion de la interaccion
especifica entre el anticuerpo y el antigeno, para describir la afinidad de unién entre anticuerpos y antigenos. Cuanto
menor sea la constante de disociacién de equilibrio, mas estrechamente se une el anticuerpo al antigeno, mayor es la
afinidad entre el anticuerpo y el antigeno. Normalmente, los anticuerpos (por ejemplo, los anticuerpos monoclonales
14C12, 14C12H1L1 en la presente invencién) se unen a antigenos (por ejemplo, proteina PD1) con una Ko menor que
aproximadamente 10 M, por ejemplo menor que 10° M, 107 M, 108 M, 10° M, 10" M, o menos. La Ko se puede
medir mediante cualquier método bien conocido por el personal técnico en el campo, por ejemplo utilizando el Fortebio
Octet System. Como se utiliza en esta invencién, las expresiones “anticuerpo monoclonal” y “mAb” tienen el mismo
significado, y se utilizan indistintamente; las expresiones “anticuerpo policlonal” y “PcAb” tienen el mismo significado,
y se utilizan indistintamente; los términos “polipéptido” y “proteina” tienen el mismo significado, y se utilizan
indistintamente. También en la presente invencién, los aminoacidos se representan habitualmente mediante
abreviaturas de una o tres letras conocidas en este campo. Por ejemplo, Alanina puede representarse como A o Ala.

Como se utilizan en esta invencién, los términos “hibridoma” y “linea celular de hibridoma” se pueden utilizar
indistintamente, y cuando se mencionan aqui, incluyen las células de subclon y progenie del hibridoma. Por ejemplo,
cuando se menciona aqui, la linea celular de hibridoma LT003 también incluye las células de subclon y progenie de
LT0O03.

Como se utiliza en esta invencién, la expresion “vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable” se refiere a un
vehiculo y/o un excipiente farmacéutico y/o fisioldgicamente compatible con los sujetos y los ingredientes activos, y
esta ampliamente reconocido en el campo de la presente invencion (Remington's Pharmaceutical Sciences. Editado
por Gennaro AR, 19.2 ed. Pennsylvania: Mack Publishing Company, 1995), incluyendo, pero no se limitan a:
ajustadores del pH, tensioactivos, adyuvantes, y potenciadores de la fuerza iénica. Por ejemplo, los ajustadores del
pH incluyen, pero no se limitan a, una disolucién amortiguadora de fosfato; los tensioactivos incluyen, pero no se
limitan a, tensioactivos catiénicos, anionicos o no idnicos tal como Tween-80; los potenciadores de la fuerza ibnica
incluyen, pero no se limitan a, cloruro de sodio.

Como se utiliza en la presente invencién, la expresién “dosis efectiva’ se define como una cantidad de un agente
terapéutico suficiente para lograr o al menos lograr parcialmente el efecto deseado. Por ejemplo, la dosis eficaz de
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prevencién (por ejemplo, para el cancer) es la cantidad para prevenir, detener o retrasar la aparicién de enfermedades
(por ejemplo, cancer); la dosis eficaz de tratamiento es la cantidad para curar, o al menos detener parcialmente, la
enfermedad y sus complicaciones en pacientes con la enfermedad. La determinacién de dicha dosis eficaz esta
completamente dentro del alcance de las capacidades del personal técnico en el campo. Por ejemplo, la dosis eficaz
de tratamiento dependera de la gravedad de la enfermedad, el estado general del sistema inmunolégico del paciente,
los antecedentes generales de los pacientes, tales como la edad, el peso y el sexo, el método de administraciéon de
dicho farmaco, y otros tratamientos concomitantes, etc.

Efectos de la invencion

Los anticuerpos monoclonales de la presente invencién, especialmente 14C12H1L1, son capaces de unirse
especificamente a PD1, bloqueando eficazmente la unién de PD1 a PDL1 y aliviando la inmunosupresién de PD1 para
activar los linfocitos T. En el que, el anticuerpo anti-PD1 14C12H1L1 puede inducir las secreciones de IFN-y e IL-2
mucho mejor que el anticuerpo de control 5C4 (5C4: anticuerpo anti-PD1 de Medarex Inc.: Alan J. Korman, et al.,
Human monoclonal antibodies to programmed death 1 (PD1) and methods for treating cancer using anti-PD1
antibodies alone or in combination with other immunotherapeutics, patente de los Estados Unidos, patente n.2 US
8008449 B2). Los anticuerpos monoclonales de la presente invencion, especialmente 14C12H1L1, tienen un efecto
antitumoral equivalente al farmaco aprobado Nivolumab para la misma diana. Los anticuerpos de |a presente invencion
tienen el potencial de convertirse o prepararse como medicamentos para la prevencion y/o el tratamiento del cancer
de pulmén no microcitico, carcinoma de células renales, cancer de ovario, melanoma, leucemia o anemia.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Resultados de SDS-PAGE del anticuerpo monoclonal humanizado 14C12H1L1. De izquierda a derecha:
1. 1 ug de anticuerpo en amortiguador de carga no reducida; 2. 1 pg de anticuerpo en amortiguador de carga
reducida; 5 pl de marcador; 3. 1 nug de BSA.

Figura 2: Cinética de unién del anticuerpo 14C12.

Figura 3: Cinética de unién del anticuerpo 14C12H1L1.

Figura 4: Cinética de unién del anticuerpo 5C4.

Figura 5: Resultados de ELISA de la unién de 14C12H1L1 y 5C4 a PD1.

Figura 6: Resultados de ELISA de competencia de la unién de 14C12H1L1 y 5C4 a PD1 frente a PDL1.
Figura 7: ECso de la union de 14C12H1L1 a PD1 en la superficie de las células 293T-PD1.

Figura 8: Actividad de union de 14C12H1L1 al antigeno de superficie de células T PD1.

Figura 9: Efecto de 14C12H1L1 sobre la secrecién de IFN-y de linfocitos mixtos.

Figura 10: Efecto de 14C12H1L1 sobre la secrecién de IL-2 de linfocitos mixtos.

Figura 11: Efecto de 14C12H1L1 sobre la secrecion de citocina IL-2 inducida por la mezcla de PBMC, MDA-MB-
231 y células Raji.

Figura 12: Efecto de 14C12H1L1 sobre el crecimiento tumoral del modelo tumoral MC38 en ratones HUGEMM PD-
1.

La linea celular de hibridoma LT003 se conservo en el Centro de Coleccion de Cultivos Tipicos de China (CCTCC) en
la Universidad de Wuhan, Wuhan, China 430072, el 16 de junio de 2015 con el nimero de acceso de depésito CCTCC:
C2015105

Descripcién detallada de la invencion

A continuacion se describira en detalle la invencion. Como apreciara un experto en la técnica, los siguientes ejemplos
se utilizan Unicamente para la descripcion de la invencién, y no deben considerarse como limitativos del alcance de la
invencién. Los casos sin las descripciones especificas de técnicas o condiciones se llevaron a cabo segin la
bibliografia en el campo (por ejemplo, Guide to Molecular Cloning, escrita por J Sambrook, et al, traducida por Peitang
Huang, et al, tercera edicién, Science Press) o segln el manual de instrucciones del producto. Los reactivos o
instrumentos sin fabricante especificado fueron todos productos convencionales disponibles comercialmente.
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En los ejemplos que se muestran a continuacion, las células T utilizadas procedian de Akeso Biopharma, Inc.; los
ratones BALB/C se adquirieron en Guangdong Medical Laboratory Animal Center. Los ratones PD-1 HUGEMM
utilizados procedian de Nanjing Galaxy Biopharma Co., Ltd.; las células MC38 procedian de Shanghai Fudan IBS Cell
Center; el farmaco comercializado para la misma diana, Nivolumab (Opdivo®), utilizado procedia de Bristol-Myers
Squibb Company.

Ejemplo 1: Adquisicion de la linea celular de hibridoma LT003 y preparacion del anticuerpo monoclonal 14C12
1. Establecimiento de la linea celular de hibridoma LT003

Se utilizé la proteina de fusion PD1-mFc (PD1: Proteina de muerte celular programada 1, NCBI GenBank
ID:NP_005009.2) como antigeno, y los esplenocitos de ratones BALB/C inmunizados (adquiridos en el Guangdong
Medical Laboratory Animal Center) y la células de mieloma de ratén se fusionaron en células de hibridoma mediante
el método establecido actualmente (por ejemplo, Stewart, SJ, “Monoclonal Antibody Production”, en Basic Methods in
antibody Production and Characterization, Eds.GC. Howard y DR Bethell, Boca Raton: CRC Press, 2000).

La microplaca se revistid con PD1-mFc como antigeno, y las células de hibridoma se examinaron mediante ELISA
indirecto para obtener células de hibridoma que segregan nuevos anticuerpos que se unen especificamente a PD1.

Las lineas celulares de hibridoma capaces de segregar anticuerpos monoclonales que se unen a PD1 se seleccionaron
mediante ELISA de competencia contra la proteina de fusion del ligando PDL1-hFc (PDL1: Ligando de muerte
programada 1, NCBI Genebank ID:NP_054862.1), y se obtuvieron lineas celulares de hibridoma estables mediante el
método de dilucién limitada, y entonces se obtuvieron lineas celulares LT003 estables mediante el método de dilucién
limitada (el anticuerpo monoclonal segregado por LTO03 se denomina 14C12).

La linea celular de hibridoma LT003 (PD1-14C12) se conservé en el Centro de Coleccién de Cultivos Tipicos de China
(CCTCC) en la Universidad de Wuhan, Wuhan, China 430072, el 16 de junio de 2015 con el niumero de acceso de
depésito CCTCC: C2015105.

2. Preparacién del anticuerpo monoclonal 14C12

La linea celular LTO03 de la presente invencién se cultivd durante 7 dias utilizando medio IMDM que contenia 10% de
suero fetal bovino con bajo contenido de IgG, y después el sobrenadante del cultivo celular se coseché y purifico para
obtener el anticuerpo 14C12.

Ejemplo 2: Adquisicion de secuencias de cadena ligera y cadena pesada del anticuerpo monoclonal 14C12

El ARNm se extrajo de la linea celular de hibridoma LT003 preparada en el Ejemplo 1 anterior segun el manual del kit
de reactivo de extraccion de ARN total de células/bacterias (Tiangen, producto n.? DP430).

Se sintetizd ADNc seglin el manual del Invitrogen SuperScript® Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR Kit, y se
llevé a cabo la amplificacién por PCR.

La clonacién de TA se llevé a cabo directamente utilizando los productos de amplificacién por PCR segun las
instrucciones del kit de clonacion pEASY-T1 (Transgen CT101).

Los productos de clonacién de TA se secuenciaron, y se obtuvieron los siguientes resultados:
Resultados de la secuenciacion de ADN de V: (354 pb)
GAGGTCAAACTGGTGGAGAGCGGCGGCGGGCTGGTGAAGCCCGGCGGGTCACT
GAAACTGAGCTGCGCCGCTTCCGGCTTCGCCTTITAGCTCCTACGACATGTCATGGGT
GAGGCAGACCCCTGAGAAGCGCCTGGAATGGGTCGCTACTATCAGCGGAGGCGGG
CGATACACCTACTATCCTGACTCTGTCAAAGGGAGATTCACAATTAGTCGGGATAA
CGCCAGAAATACTCTGTATCTGCAGATGTCTAGTCTGCGGTCCGAGGATACAGCTC
TGTACTATTGTGCAAACCGGTACGGCGAAGCATGGTTTGCCTATTGGGGACAGGGC
ACCCTGGTGACAGTCTCTGCC ( SEQIDNO: 1 )
Secuencia de proteina codificada: (118 aa)
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EVKLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFAFSSYDMSWVRQTPEKRLEWVATISGGG
RYTYYPDSVKGRFTISRDNARNTLYLQMSSLRSEDTALY YCANRYGEAWFAYWGQGT
LVTVSA (SEQIDNO:2)

Resultados de la secuenciacion de ADN de Vi: (318 pb)

GACATTAAGATGACACAGTCCCCTTCCTCAATGTACGCTAGCCTGGGCGAGCGA
GTGACCTTCACATGCAAAGCATCCCAGGACATCAACACATACCTGTCTTGGTTTCA
GCAGAAGCCAGGCAAAAGCCCCAAGACCCTGATCTACCGGGCCAATAGACTGGTG
GACGGGGTCCCCAGCAGATTCTCCGGATCTGGCAGTGGGCAGGATTACTCCCTGAC
CATCAGCTCCCTGGAGTATGAAGACATGGGCATCTACTATTGCCTGCAGTATGATG
AGTTCCCTCTGACCTTTGGAGCAGGCACAAAACTGGAACTG ( SEQID NO: 3 )

Secuencia de proteina codificada: (106 aa)
DIKMTQSPSSMYASLGERVTFTCKASQDINTYLSWFQQKPGKSPKTLIYRANRLVD

GVPSRFSGSGSGQDYSLTISSLEYEDMGIYYCLQYDEFPLTFGAGTKLEL ( SEQ ID NO:

4)

2. Preparacion del anticuerpo monoclonal recombinante 14C12 (Re)

La secuencia de ADNc de cadena pesada (la secuencia de la region variable es SEQ ID NO: 1) y la secuencia de
ADNCc de cadena ligera (la secuencia de la region variable es SEQ ID NO: 3) de 14C12 (Re) se clonaron por separado
en el vector pUC57simple (proporcionado por GenScript Biotech Corp.) (sitios de escision enzimatica: Xbal y BamHl),
y se obtuvieron los plasmidos pUC57simple-14C12H y pUC57simple-14C12L, respectivamente.

Los plasmidos pUC57simple-14C12H y pUC57simple-14C12L, respectivamente, se escindieron enzimaticamente
(Hindlll y EcoRl), y después las cadenas pesada y ligera recuperadas de la electroforesis se subclonaron en el vector
pcDNA3.1, ambos plasmidos recombinantes se extrajeron, y se cotransfectaron células 293F.

Después de 7 dias de cultivo celular, el sobrenadante del cultivo celular se centrifugd mediante centrifugacién de alta
velocidad y se filtr6 mediante filtracidon a vacio con membrana microporosa y se cargdé en la columna HiTrap
MabSelectSuRe, y después el anticuerpo se eluyé con amortiguador de elucién en una etapa, y entonces se hizo
pasar por la columna de desalinizaciéon HiTrap y se recuperé en amortiguador PBS, y entonces el anticuerpo
recombinante 14C12 (Re) se obtuvo después de una purificacién adicional.

Como lo valido el ensayo de actividad de unién de ELISA, el anticuerpo recombinante 14C12 (Re) tuvo una actividad
de unién equivalente al anticuerpo 14C12, y por lo tanto puede usarse en el disefio de humanizacién de anticuerpos
posterior.

Ejemplo 3: Disefio de secuencias de cadena pesada y cadena ligera del anticuerpo humanizado 14C12H1L1

1. Disefio de secuencias de cadena ligera y cadena pesada del anticuerpo humanizado 14C12H1L1

Segun la estructura cristalina tridimensional de la proteina PD1 (Shinohara T, et al., Structure and chromosomal
localization of the human PD1 gene (PDCD1). Genomics 1995, 23 (3):704-6)) y las secuencias del anticuerpo 14C12
obtenidas en el Ejemplo 2, a través del modelado de anticuerpos por computadora, se disefié la mutacion de
aminoacidos segun el modelo, y las secuencias de la region variable del anticuerpo 14C12H1L1 (la regién constante

de la cadena pesada es la regién C de la cadena gamma-1 de Ig, ACCESO:P01857; la regién constante de la cadena
ligera es la region C de la cadena kappa de Ig, ACCESO:P01834) se obtuvieron de la siguiente manera:

Secuencia de ADN de la regién variable de cadena pesada: (354 pb)
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GAAGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGGGGAGGGCTGGTGCAGCCCGGCGGGTCACT
GCGACTGAGCTGCGCAGCTTCCGGATTCGCCTTTAGCTCCTACGACATGTCCTGGGT
GCGACAGGCACCAGGAAAGGGACTGGATTGGGTCGCTACTATCTCAGGAGGCGGG

CAGTAAGAACAATCTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGGGCTGAGGACACCGCA
CTGTACTATTGTGCCAACCGCTACGGGGAAGCATGGTTTGCCTATTGGGGGCAGGG
AACCCTGGTGACAGTCTCTAGT (SEQID NO:5)

Secuencia de proteina codificada: (118 aa)
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFAFSSYDMSWVRQAPGKGLDWVATISGGG
RYTYYPDSVKGRFTISRDNSKNNLYLOQMNSLRAEDTALYYCANRYGEAWFAYWGQG
TLVTVSS (SEQIDNO: 6)
Secuencia de ADN de la region variable de cadena ligera: (321 pb)
GACATTCAGATGACTCAGAGCCCCTCCTCCATGTCCGCCTCTGTGGGCGACAGG
GTCACCTTCACATGCCGCGCTAGTCAGGATATCAACACCTACCTGAGCTGGTTTCA
GCAGAAGCCAGGGAAAAGCCCCAAGACACTGATCTACCGGGCTAATAGACTGGTG
TCTGGAGTCCCAAGTCGGTTCAGTGGCTCAGGGAGCGGACAGGACTACACTCTGAC
CATCAGCTCCCTGCAGCCTGAGGACATGGCAACCTACTATTGCCTGCAGTATGATG
AGTTCCCACTGACCTTTGGCGCCGGGACAAAACTGGAGCTGAAG ( SEQID NO: 7 )

Secuencia de proteina codificada: (107 aa)
DIQMTQSPSSMSASVGDRVTFTCRASQDINTYLSWFQQKPGKSPKTLIYRANRLVSG

VPSRFSGSGSGQDYTLTISSLQPEDMATYYCLQYDEFPLTFGAGTKLELK ( SEQ ID NO:

8)

Ejemplo 4: Preparacion y electroforesis SDS-PAGE del anticuerpo monoclonal humanizado 14C12H1L1

El ADNc de cadena pesada (la secuencia de la region variable es SEQ ID NO: 5, la region constante de cadena pesada
es la region C de la cadena gamma-1 de Ig, ACCESO: P01857) y el ADNc de cadena ligera (la secuencia de la regién
variable es SEQ ID NO: 7, la regién constante de cadena ligera es la regién C de la cadena kappa de Ig, ACCESO:
P01834) de 14C12H1L1 se clonaron por separado en el vector pUC57simple (proporcionado por GenScript Biotech
Corp.) (sitios de escisién enzimatica : Xbal y BamHIl) para obtener los plasmidos pUC57simple-14C12H1 y
pUC57simple-14C12L1, respectivamente. Estos plasmidos se subclonaron en el vector pcDNA3.1 respectivamente
(sitios de escisién enzimatica: Xbal y BamHI), ambos plasmidos recombinantes se extrajeron, y se cotransfectaron
células 293F.

Después de 7 dias de cultivo celular, el cultivo celular se centrifugd mediante centrifugacién de alta velocidad y se filtrd
mediante filtracién a vacio con membrana microporosa y se cargd en la columna HiTrap MabSelectSuRe, y después
el anticuerpo se eluyé con amortiguador de elucién en un una etapa, y entonces se hizo pasar por la columna de
desalinizacion HiTrap y se recuper6é en amortiguador PBS, y se purificé ain mas para obtener el anticuerpo
recombinante 14C12H1L1, que se analizé6 mediante electroforesis SDS-PAGE.

Los resultados se muestran en la Figura 1, la proteina diana reducida aparecié aproximadamente a 24,5 kD y 49 KD,
y la proteina diana no reducida apareci6é aproximadamente a 147 kD.

Ejemplo 5: Medidas cinéticas de los anticuerpos
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La cinética de unién del anticuerpo 14C12 y del anticuerpo humanizado 14C12H1L1 al antigeno PD1 se midié
mediante el Fortebio Octet System.

1. La proteina PD1-mFc se escindi6é con la proteasa TEV, y el antigeno PD1 se obtuvo mediante purificacién en
columna.

2. El antigeno PD1 (concentracion de 1 pg/ml) marcado con biotina se inmovilizé en la superficie del sensor SA'y
se equilibré6 en amortiguador PBST, y entonces se unié a los anticuerpos 14C12, 14C12H1L1 y 5C4, y los
anticuerpos se diluyeron con cada dilucién tres veces con respecto a la anterior desde 200 nM. La disociacién del
antigeno y el anticuerpo también se realizé en PBST.

La cinética de unién de los anticuerpos 14C12, 14C12H1L1 y 5C4 se muestra en la Tabla 1 y las Figuras 2, 3 y 4,
respectivamente. Los resultados mostraron que tanto 14C12 como 14C12H1L1 tenian buenas afinidades por PD1,
con una afinidad mayor que la de 5C4.

Tabla 1: Parametros dinamicos del anticuerpo 14C12.

Nombre del anticuerpo Kb (M) Kon (1/Ms) Error de Ko Kdis (1/s) Error de Kdis
14C12 1,81E-11 3,38E+05 8,23E+03 6,12E-06 1,04E-05
14C12H1LA 2,42E-11 3,17E+05 5,90E+03 7,66E-06 8,70E-06
5C4 6,46E-10 5,63E+05 1,38E+04 3,63E-04 9,77E-06

Kb: Constante de disociacion;

Kon: Tasa de unioén de antigeno y anticuerpo;

Kuis: Tasa de disociacién de antigeno y anticuerpo;
Kb = Kdis/Kon.

Ejemplo 6: Actividad de union del anticuerpo y el antigeno PD1 medida mediante ELISA indirecto

Las actividades de union de los anticuerpos 14C12H1L1 y 5C4 a PD1 se midieron por separado mediante ELISA
indirecto de la siguiente manera:

Después de incubar con PD1-mFc a 4 °C durante la noche, la microplaca se bloque6 con BSA al 1% a 37 °C durante
2 h, y entonces se afiadieron los anticuerpos por separado y se incubaron a 37 °C durante 30 min, y después se afiadio
el anticuerpo secundario marcado con HRP (anti-lgG humana de cabra (H+L)) (Jackson, 109-035-088), y entonces se
afiadi6 TMB (Neogen, 308177) para reaccionar durante 5 min, y la absorbancia se ley6 a la longitud de onda de 450
nm en un lector de microplacas.

Los resultados de union de los anticuerpos 14C12H1L1 y 5C4 al antigeno PD1 se mostraron en la Figura 5. Como se
muestra en la Figura 5, tanto el anticuerpo 14C12H1L1 como 5C4 pueden unirse a la proteina PD1 de manera efectiva
con dependencia de la dosis. Las intensidades de absorbancia a diferentes dosis se mostraron en la Tabla 2. A través
de la simulacién de curvas utilizando analisis cuantitativos de valores de absorbancia, se determiné que la EC50 de la
unién de 14C12H1L1 y 5C4 con PD1 era 0,032 nM y 0,043 nM, respectivamente.

Tabla 2: Intensidades de absorbancia de la unién de 14C12H1L1 y 5C4 a PD1

Recubrimiento de antigeno: PD1-mFc¢ (0,5 ng/mi)
Concentracion  de  anticuerpo | 14C12H1L1 5C4
| (ug/mi)

1 2,970 2,954 2,959 2,991
0,3 2,886 2,961 2,978 3,079
0,1 2,864 2,868 2,838 2,926
0,03 2,674 2,669 2,617 2,659
0,01 2,222 2,201 1,981 2,221
0,003 1,383 1,464 1,169 1,222
0,001 0,676 0,736 0,527 0,548
0 0,062 0,062 0,065 0,073
Anticuerpo secundario Anticuerpo secundario marcado con HRP (anti-lgG humana de cabra)

Ejemplo 7: Actividades de union de anticuerpos al antigeno PD1 contra PDL1 mediante ELISA de competencia

Las actividades de unién del anticuerpo humanizado 14C12H1L1 y 5C4 al antigeno PD1 contra PDL1 se midieron
mediante ELISA de competencia de la siguiente manera:
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Después de incubar con PD1-hFc a 4 °C durante la noche, la microplaca se bloque6 con BSA al 1% durante 2 h, y los
anticuerpos 14C12H1L1 y 5C4 con diferentes concentraciones (consulte la Tabla 3 para conocer las concentraciones
diluidas) se mezclaron con PDL1-mFc durante 10 min, y las mezclas se incubaron a 37 °C durante 30 min y a
continuacion se afiadieron los anticuerpos secundarios marcados con enzima antihumana y antirraton
correspondientes respectivamente, y se incubaron a 37 °C durante 30 min. La absorbancia a la longitud de onda de
450 nm se ley6 en un lector de microplacas.

Los resultados de unién de los anticuerpos 14C12H1L1 y 5C4 al antigeno PD1 se mostraron en la Figura 6. Como se
muestra en la Figura 6, el anticuerpo 14C12H1L1 puede competir contra PDL1 y unirse a la proteina PD1 de manera
efectiva con dependencia de la dosis. Las intensidades de absorbancia a diferentes dosis se mostraron en la Tabla 3.
A través de la simulacién de curvas utilizando andlisis cuantitativos de valores de absorbancia, se determiné que la
EC50 de la actividad de unién de 14C12H1L1 y 5C4 era 1,322 nM y 1,199 nM, respectivamente.

Tabla 3: Unién competitiva de 14C12H1L1 y 5C4 a PD1 contra PDL1

Recubrimiento de antigeno PD1-mFc 0,5 ng/ml

Concentracién de anticuerpo/gradiente de dilucién 14C12H1LA1 5C4

1,5 ug/ml 0,062 0,064 0,070 0,075
1:3 0,069 0,064 0,081 0,086
1:9 0,363 0,305 0,372 0,269
1:27 1,727 1,543 1,429 1,604
1:81 1,892 1,752 1,766 1,881
1:243 1,984 2,029 2,045 2,005
1:729 1,937 1,978 1,934 1,954
0 1,870 1,977 1,933 1,977
Ligando PDL1-mF¢ 0,3 pg/ml

Anticuerpo secundario Anticuerpo secundario antirratbn marcado con HRP

Ejemplo 8: Actividad de unién de anticuerpos al antigeno de superficie celular PD1 mediante citometria de
flujo

Se construyeron células hospedadoras 293T que expresaban el antigeno PD1, y se marcaron con el anticuerpo
humanizado 14C12H1L1 preparado en la presente invencién (véase el Ejemplo 4). La capacidad del anticuerpo
14C12H1L1 para unirse especificamente al antigeno de superficie celular en su conformacién nativa se analizé y
validé mediante citometria de flujo.

1. Construccion de la célula hospedadora 293T que expresa el antigeno PD1
Las etapas especificas fueron las siguientes:

Construccion de la célula hospedadora 293T que expresa el antigeno PD1: las células 293T se transfectaron con el
vector pLenti6.3-PD1 que contiene PD1 (el vector pLenti6.3 se adquirié de Invitrogen Corporation) segun el manual
de LipofectaminTransfection Kit (adquirido de Invitrogen Corporation), para obtener el conjunto estable de 293T-PD1
que expresa PD1 mediante deteccion.

2. Unién de anticuerpos al antigeno de superficie de células 293T-PD1

Marcaje de anticuerpos y citometria de flujo: Las 293T-PD1 obtenidas mediante la etapa anterior se digirieron con
tripsina y se distribuyeron en tubos que contenian 2x10° células cada uno. Los anticuerpos PD1 se diluyeron utilizando
amortiguador PBS (BSA al 1%) a concentraciones de 50 nM, 10 nM, 5 nM, 1 nM, 0,1 nMy 0,01 nM, y se afiadieron a
los tubos y se incubaron durante 2 h en hielo con células 293T que expresaban PD1. A cada tubo se afiadieron 100
pl de anticuerpo secundario antihumano de cabra marcado con FITC (1:500), y se incub6 en hielo durante 1 h. Después
de lavar con PBS 3 veces, las células se resuspendieron en 300 pl de PBS, y las sefiales de fluorescencia se midieron
en el citdmetro de flujo utilizando el canal FITC.

Los resultados de la union del anticuerpo humanizado 14C12H1L1 a las células 293T-PD1 se muestran en la Figura
7. Como se muestra en la Figura 7, el anticuerpo 14C12H1L1 puede unirse a la proteina PD1 diana que se expresa
en la superficie de las células hospedadora 293T-PD1 de manera efectiva con dependencia de la dosis. Las
intensidades de fluorescencia a diferentes dosis se muestran en la Tabla 4. A través de la simulacion de curvas
utilizando analisis cuantitativos de intensidades de fluorescencia, se determiné que la EC50 de la unién de 14C12H1LA1
con PD1 era 1,89 nM.

Tabla 4: Intensidades de fluorescencia de la unién de 14C12H1L1 al antigeno de superficie de 293T-PD1 detectadas
por citometria de flujo
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Concentracién (nM) 0,01 0,1 1 5 10 50
Intensidad de fluorescencia 8,32 20,31 174,62 579,41 686,49 669,54

Ejemplo 9: Actividad de union del anticuerpo al antigeno de superficie de células T PD1 mediante citometria
de flujo

Las PBMC se aislaron mediante Ficoll-Pague Plus (GE Healthcare Lote n.%: 171440-02), se aislaron posteriormente
para obtener células CD4+, y las células se estimularon con PHA (Shanghai Shenqi Biotech Co., Ltd, 50 pl/ml) durante
tres dias, y después se lavaron una vez con PBS, y se afiadieron anticuerpos a diferentes concentraciones y se
incubaron en hielo durante 1,5 h. A continuacién, las células se lavaron con PBS una vez después de la incubacién, y
el anticuerpo secundario antihumano de cabra marcado con FITC (Jackson immunoresearch lot. 102155) se afiadio y
se incubo en hielo en la oscuridad durante 1 h, y tras lavar con PBS una vez, las sefiales de fluorescencia se midieron
en el citémetro de flujo.

Los resultados de la unién del anticuerpo humanizado 14C12H1L1 a las células T se muestran en la Figura 8.
Evidentemente, el anticuerpo 14C12H1L1 puede unirse a la proteina PD1 en la superficie de células T de manera
efectiva con dependencia de la dosis.

Ejemplo 10: Reaccion linfocitica mixta: secrecion de citocinas IFN-y, IL-2

Las PBMC se aislaron mediante Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare Lote n.%: 171440-02), y las PBMC aisladas se
indujeron con IL-4 (Peprotech K2513, 1000 U/ml) y GM-CSF (Peprotech H1513, 1000 U/ml) durante 6 dias, y entonces
se afiadié TNF-a (Peprotech G1513, 200 U/ml} para inducir durante 3 dias para obtener células DC.

Las células T se aislaron de PBMC y se mezclaron con las células DC obtenidas anteriormente en la relaciéon 10:1
para cultivarlas junto con los anticuerpos 14C12H1L1, 5C4 y higG (hlgG como control de isotipo) en diferentes
relaciones durante 5-6 dias. Las secreciones de IFN-y e IL-2 se midieron con los kits de reactivos de ELISA
correspondientes (ambos adquiridos de Dakewe) respectivamente.

Las secreciones de IFN-y e IL-2 después de un cultivo mixto de células DC y células T se muestran en las Figuras 9y
Figuras 10. El anticuerpo 14C12H1L1 puede inducir eficazmente las secreciones de IFN-y e IL-2 con dependencia de
la dosis. El anticuerpo 14C12H1L1 puede inducir mayores secreciones tanto de IFN-y como de IL-2 que el anticuerpo
de control 5C4.

Ejemplo 11: Secrecién inducida de IL-2

Las PBMC aisladas (el mismo método que en el Ejemplo 10) se estimularon con PHA (Shanghai Shengqi Biotech Co.,
Ltd, 50 ul/mly durante 3 dias, y a continuacion las PBMC maduras (5x10* células/pocillo) se mezclaron con células
Raji (Sucursal de la Academia China de Ciencias de Shanghai) (5x10* células/pocillo) y células MDA-MB-231 (ATCC)
(1x10* células/pocillo) en una placa de 96 pocillos. Se afiadieron 100 nM de 14C12H1L1 o anticuerpo de control 5C4
o hlgG (hlgG como control de isotipo), y se mezclaron y cultivaron juntos durante tres dias. La secrecién de IL-2 se
detecto6 con un kit de reactivos de ELISA (adquirido de Dakewe) segun las instrucciones del kit.

Los resultados de la secrecién de IL-2 después del cultivo de células mixtas se muestran en la Figura 11. Como se
muestra en la Figura 11, el anticuerpo puede inducir eficazmente a las PBMC a segregar IL-2, y la secrecion de IL-2
inducida por 14C12H1L1 es significativamente mayor que la del anticuerpo de control 5C4.

Ejemplo 12: Impacto del anticuerpo 14C12H1L1 en el crecimiento tumoral del modelo tumoral MC38 en ratones
HuGEMM PD-1

Se inocularon células tumorales MC38 (1x108 células /ratdn) por via subcutanea en el lado derecho de ratones PD-1
HuGEMM (ratones transgénicos PD-1 humana). Cuando el volumen tumoral medio alcanz6 aproximadamente 118
mm?, los ratones se dividieron aleatoriamente en 4 grupos experimentales, con 8 ratones en cada grupo. Los
anticuerpos se administraron por via abdominal. El agrupamiento y las dosis especificas fueron las siguientes:

Grupo de control de isotipo (dosis: 8 mg/kg),

Grupo de dosis alta de 14C12H1L1 (dosis: 8 mg/kg),

Grupo de dosis baja de 14C12H1L1 (dosis: 0,8 mg/kg),

Grupo de nivolumab (dosis: 8 mg/kg).
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A los 4 grupos anteriores se les inyectaron anticuerpos dos veces por semana, 5 dosis en total. Después de la
inyeccion, se midieron los tamafios de los tumores dos veces por semana.

Los resultados se presentan en la Figura 12.

Los resultados indican que:

Los tamafios tumorales en los grupos de Nivolumab, 14C12H1L1 de dosis alta y 14C12H1L1 de dosis baja fueron
significativamente mas pequefios que los del grupo de control de isotipo estadisticamente (P < 0,01, P < 0,01, P <
0,05, respectivamente). El grupo de 14C12H1L1 de dosis alta (8 mg/kg) mostrd un efecto antitumoral estadisticamente
significativo en el modelo tumoral MC38 en los ratones HUGEMM PD-1, y tuvo una eficacia equivalente al farmaco
aprobado para la misma diana, Nivolumab (8 mg/kg).

Aunque se han descrito en detalle realizaciones especificas de la presente invencién, como lo apreciara un experto

en la técnica, estos detalles pueden sufrir diversas modificaciones y sustituciones segun todas las ensefianzas que
hemos descrito.
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno del mismo, que comprende:
una secuencia de aminoacidos Vn de SEQ ID NO:2 y una secuencia de aminoacidos VL de SEQ ID NO:4; o
una secuencia de aminoacidos V1 de SEQ ID NO:6 y una secuencia de aminoacidos VL de SEQ ID NO:8.

2. El anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo monoclonal
o fragmento de unién a antigeno es un Fab, Fab', F(ab')2, Fv, scFv, anticuerpo humanizado, anticuerpo quimérico o
anticuerpo biespecifico.

3. El anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno segun la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo
monoclonal o fragmento de unién a antigeno contiene regiones no CDR de especies distintas del ratén.

4. El anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacién 3, en el que el anticuerpo monoclonal
o fragmento de unién a antigeno contiene regiones no CDR de origen humano.

5. El anticuerpo monoclonal segln la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo monoclonal es producido por la linea
celular de hibridoma LT003 conservada en el Centro de Coleccion de Cultivos Tipo de China (CCTCC) con el n.2 de
acceso de depésito CCTCC: C2015105.

6. Un constructo de expresion que comprende una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia
nucleotidica que codifica una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2, y una molécula de acido nucleico aislada
que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4; o una
molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:6, y una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia nucleotidica
que codifica una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:8.

7. Unalinea celular de expresion que comprende el constructo de expresion de la reivindicacion 6.

8. Un método para producir el anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, comprendiendo el método cultivar la linea celular de la reivindicacién 7 en condiciones
adecuadas y recuperar el anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno del cultivo celular.

9. Linea celular de hibridoma LT003, conservada en el Centro de Coleccion de Cultivos Tipicos de China (CCTCC)
con el nimero de acceso de depésito CCTCC: C2015105.

10. Un conjugado que comprende el anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 y una pareja de conjugacién como marcador detectable; preferiblemente en el que la pareja de
conjugacion comprende is6topos radiactivos, fluoresceina, material luminiscente, sustancias coloreadas, o enzimas.

11. Un kit de reactivos que comprende el anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno de una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 5, o el conjugado de la reivindicacién 10; preferiblemente en el que el kit comprende un
anticuerpo secundario, que reconoce especificamente el anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno;
opcionalmente en el que el anticuerpo secundario comprende un marcador detectable, preferiblemente en el que el
marcador detectable comprende is6topos radiactivos, fluoresceina, material luminiscente, sustancias coloreadas, o
enzimas.

12. Una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o un conjugado de la reivindicacién 10; opcionalmente en la que la composicién
farmacéutica comprende ademas un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

13. El anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o
conjugado de la reivindicacion 10, para uso en la prevencion y/o tratamiento de tumores o0 anemia, o el diagnéstico de
tumores o0 anemia.

14. El anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o
conjugado de la reivindicacion 10, para uso en la prevencién, tratamiento o diagnéstico de melanoma, cancer renal,
cancer de prostata, cancer de vejiga, cancer colorrectal, cancer gastrointestinal, cancer de higado, cancer de pulmén
no microcitico, cancer de ovario o leucemia.
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