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DESCRIPCION
Tratamiento de tumores positivos a gen 3 de activacion de linfocitos (LAG-3)
Campo de la invencion

La invencion descrita aqui se refiere a métodos para tratar un tumor maligno positivo a LAG-3 en un paciente humano
con un inhibidor de la ruta de PD-1, a una combinacion de un inhibidor de la ruta de PD1 y un inhibidor del punto de
control inmunologico, a una combinacién de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1, 0 a un anticuerpo
de anti-CTLA-4.

Antecedentes de la invencion

El gen 3 de activacion de linfocitos (LAG-3; CD223) es una proteina transmembrana del tipo | que se expresa sobre
la superficie celular de las células T CD4+ y CD8+ activadas y los subconjuntos de células NK y dendriticas (Triebel
F, efal., J. Exp. Med. 1990; 171:1393-1405; Workman C J, et al., J. Immunol. 2009; 182(4):1885-91). EI LAG-3 esta
estrechamente relacionado con CD4, que es un correceptor para la activacion de células auxiliadoras T. Ambas
moléculas tienen 4 dominios semejantes a Ig extracelulares y requieren la union a su ligando, el complejo de
histocompatibilidad mayor (MHC, por sus siglas en inglés) clase Il, para su actividad funcional. Al contrario de CD4, el
LAG-3 solamente se expresa sobre la superficie celular de las células T activadas y su escision de la superficie celular
termina en la sefalizaciéon de LAG-3. El LAG-3 también se puede encontrar como una proteina soluble, pero no se
une al MHC clase Il y se desconoce la funcion del LAG-3 soluble.

Se ha informado que el LAG-3 desempefia un papel importante en la promocién de la actividad de las células T
reguladoras (Treg) y en la regulacion negativa de la activacion y proliferacion de las células T (Workman C J, et al., J.
Immunol. 2005; 174:688-695). Tanto Treg naturales como inducidas expresan un aumento de LAG-3, el cual es
requerido para su funcién supresora maxima (Camisaschi C, et al., J. Immunol. 2010; 184:6545-6551 y Huang CT, ef
al., Immunity. 2004; 21:503-513). Ademas, la expresion ectdpica de LAG-3 sobre las células T efectoras CD4+ reduce
su capacidad proliferativa y les confiere un potencial regulador contra las terceras células T compartidas (Huang C T,
et al., Immunity. 2004, 21:503-513). Estudios recientes también han mostrado que la alta expresién de LAG-3 sobre
las células T CD8+ especificas para el virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV) agotadas contribuye a su estado
sin respuesta y limita las respuestas antitumorales de las células T CD8+ (Blackburn S D, ef al., Nat. Immunol. 2009;
10:29-37 y Grosso J F, ef al., J. Clin. Invest. 2007; 117:3383-3392). De hecho, el LAG-3 mantuvo la tolerancia a los
antigenos tumorales y propios a través de los efectos directos sobre las células T CD8+ en 2 modelos de murino
(Grosso J F, etal., J. Clin. Invest. 2007; 117:3383-3392).

Sin embargo, la tolerancia inmunoldgica observada en el entorno del desarrollo tumoral y la recurrencia tumoral parece
que va ser mediada por la coexpresion de varios receptores reguladores negativos de las células T, no solamente del
LAG-3. Los datos de los modelos de infeccion viral crénica (Blackburn S D, ef al., Nat. Immunol. 2009; 10:29-37,
Grosso J F, et al., J. Clin. Invest. 2007; 117:3383-3392, y Lyford-Pike S, ef al., Cancer Res. 2013; 73(6):1733-41), los
ratones modificados genéticamente (Woo S R, ef al., Cancer Res. 2012; 72:917-927; Okazaki T, et al., J. Exp Med.
2011; 208:395-407, y Bettini M. ef al., J. Immunol. 2011; 187:3493-3498), los modelos de recurrencia tumoral (Goding
SR, etal., J. Immunol 2013; 190(9):4899-4909) y, en mayor medida, los pacientes humanos con cancer (Goding S R,
ef al., J. Immunol. 2013; 190(9):4899-4909, Matsuzaki J, et al., Proc. Natl. Acad. Sci., EUA. 2010; 107:7875-7880, y
Gandhi M K, ef al., Blood. 2006; 108:2280-2289) apoyan un modelo en donde las células T estdn continuamente
expuestas para que el antigeno llegue a ser progresivamente inactivado a través de un proceso denominado
“agotamiento”. Las células T agotadas se caracterizan por la expresion de los receptores reguladores negativos de las
células T, predominantemente el antigeno 4 de los linfocitos T citotoxicos (CTLA-4), de la muerte celular programada
1 (PD-1), y LAG-3, cuya accion es limitar la capacidad de las células para proliferar, producir citoquinas, y matar células
objetivo y/o para aumentar la actividad de Treg. Sin embargo, la temporizacion y la secuencia de la expresion de estas
moléculas en el desarrollo y recurrencia de tumores no se han caracterizado completamente.

PD-1 es un receptor de sefializacidon de la superficie celular que desempefia un papel critico en la regulaciéon de la
activacion y tolerancia de las células T (Keir M E, ef al., Annu Rev Immunol 2008; 26:677-704). El mismo es una
proteina transmembrana de tipo | y, junto con BTLA, CTLA-4, ICOS y CD28, comprende la familia CD28 de receptores
coestimuladores de las células T. PD-1 se expresa principalmente en las células T activadas, las células B y, las
células mieloides (Dong H, ef al., Nat Med. 1999; 5:1365-1369). El mismo también se expresa en las células asesinas
naturales (NK) (Terme M, ef al., Cancer Res 2011; 71:5393-5399). La union de PD-1 por sus ligandos, PD-L1 y PD-
L2, conduce a la fosforilacion del residuo de tirosina en el dominio inhibidor de la tirosina del receptor inmunologico
intracelular proximal, seguido por el reclutamiento de la SHP-2 de la fosfatasa, que eventualmente conduce a una
regulacion negativa de la activaciéon de células T. Un papel importante de PD-1 es limitar la actividad de las células T
en los tejidos periféricos en el momento de una respuesta inflamatoria a una infeccién, limitando asi el desarrollo de
la autoinmunidad (Pardoll D M., Nat Rev Cancer 2012; 12:252-264). La evidencia de este papel regulador negativo
proviene del descubrimiento de que los ratones deficientes en PD-1 desarrollan enfermedades autoinmunolégicas
semejantes al lupus, que incluyen la artritis y la nefritis, junto con la cardiomiopatia (Nishimura H, et al., Immunity,
1999; 11:141-151; y Nishimura H, et al., Science, 2001; 291:319-322). En el entorno del tumor, la consecuencia es el
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desarrollo de una resistencia inmunolégica dentro del microambiente tumoral. PD-1 se expresa altamente en los
linfocitos infiltrantes del tumor, y sus ligandos estan regulados positivamente sobre la superficie celular de muchos
tumores diferentes (Dong H, ef al., Nat Med 2002; 8:793-800). Multiples modelos de cancer de murino han mostrado
que la union del ligando a PD-1 conduce a la evasidén inmunoldgica. Ademas, el bloqueo de esta interaccion conduce
a una actividad antitumoral (Topalian S L, ef al. NEJM 2012; 366(26):2443-2454; Hamid O, et al., NEJM 2013; 369:134-
144). Ademas, se ha mostrado que la inhibicion de la interaccidon de PD-1/PD-L1 tiene un papel mediador en la potente
actividad antitumoral en los modelos preclinicos (patentes U.S. numeros 8.008.449 y 7.943.743).

Llosa N. J., et al. Cancer Discov. 2015;5(1):43-51 analiza la expresion regulada positivamente de multiples puntos de
control inmunologicos, incluyendo PD-1, PD-L1, CTLA-4, LAG-3 e IDO, en tumores de colon inestables de
microsatélites. Xiao Y. et al. Cancer Discov. 2015;5(1):16-8 analizan el subconjunto inestable de microsatélites de
cancer colorrectal como un candidato para la inmunoterapia de bloqueo de punto de control. Sweis R. F. et al. Cancer
Immunol Res. 2016;4(7):563-8 analizan la regulacion positiva de genes que codifican las proteinas de punto de control
inmunoldgico PD-L1, IDO, FOXP3, TIM3 y LAG3 estando asociadas a tumores de vejiga urotelial invasivos de musculo
inflamado con células T.

Recientemente, varios inhibidores de la ruta del punto de control inmunologico han comenzado a proporcionar nuevos
métodos inmunoterapéuticos para tratar el cancer, incluyendo el desarrollo de un anticuerpo (Ab), ipilimumab
(YERVOY®), que se une a, e inhibe el antigeno 4 de los linfocitos T citotdxicos (CTLA-4) para el tratamiento de
pacientes con melanoma avanzado, el desarrollo de anticuerpos tales como nivolumab y pembrolizumab
(anteriormente lambrolizumab; declaracion del consejo de USAN, Pembrolizumab (2013): declaracién de un nombre
no patentado adoptado por el consejo de USAN (ZZ-165), 27 de noviembre del 2013) que se unen especificamente al
receptor de muerte programada 1 (PD-1) y bloguean la ruta inhibidora del ligando de PD-1/PD-1, y el desarrollo de un
anticuerpo, BMS-986016 (como se describe en la patente U.S. 9.505.839) que se une especificamente a LAG-3 y es
capaz de estimular respuestas inmunoldgicas. Ascierto P. A., et al. Journal of Clinical Oncology, vol. 35, n.® 15 supl,
2017, paginas 9520-9520 analiza la efectividad inicial de BMS-986016 en combinacién con nivolumab en pacientes
con melanoma tratado previamente con terapia anti-PD-1/PD-L1. El documento WO 2015/042246 A1 analiza una
combinacién de anticuerpos anti-LAG-3 y anticuerpos anti-PD-1 para tratar tumores.

La promesa del campo emergente de la medicina personalizada es que los avances en la farmacogenomica se usaran
cada vez mas para adaptar las técnicas terapéuticas a las subpoblaciones definidas y, en Ultima instancia, a pacientes
individuales para mejorar la eficacia y reducir los efectos adversos. Los éxitos recientes incluyen, por ejemplo, el
desarrollo de mesilato de imatinib (GLEEVEC®), un inhibidor de tirosina cinasa de la proteina que inhibe la tirosina
cinasa bcr-abl, para tratar la leucemia mieldgena cronica (CML) positiva al cromosoma de Filadelfia; crizotinib
(XALKORI®) para tratar al 5 % de los pacientes con canceres de pulmon de células no pequefas en etapa tardia que
expresan un gen de la cinasa del linfoma anaplasico (ALK) mutante; y vemurafenib (ZELBORAF®), un inhibidor de la
proteina B-RAF mutada (V600E-BRAF) que se expresa alrededor de la mitad de los tumores de melanoma. Sin
embargo, a diferencia del desarrollo clinico de agentes de moléculas pequefias que tienen como objetivo las
mutaciones de activacion discretas que se encuentran en las poblaciones con cancer seleccionadas, un desafio
particular en la inmunoterapia contra el cancer ha sido la identificacion de biomarcadores predictivos para permitir la
seleccidn de pacientes y el manejo del tratamiento guia. De acuerdo con esto, es un objeto de la presente invencidn
proporcionar métodos mejorados para tratar tumores.

Breve descripcién de la invencion
La invencion es como se define en las reivindicaciones adjuntas.

Se desvela pero no se reivindica aqui un método para seleccionar un tumor maligno en un paciente humano para el
tratamiento con una combinacion de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1. El método comprende
detectar la expresion de LAG-3 en el tumor. El método puede comprender detectar la expresion de LAG-3 y la
expresion de PD-L1 en el tumor. También se describen aqui un inhibidor o un anticuerpo para su uso en métodos para
tratar tumores positivos a LAG-3 en un paciente humano que comprenden administrar un inhibidor de LAG-3 y un
inhibidor de la ruta de PD-1.

Se desvela pero no se reivindica aqui un método para seleccionar un tumor maligno en un paciente humano para
inmunoterapia, que comprende: determinar el nivel de expresion de LAG-3 en una muestra del tumor; y seleccionar el
tumor para inmunoterapia si el tumor es un tumor positivo a LAG-3. Un método para identificar un tumor maligno en
un paciente humano como elegible para la inmunoterapia, comprende: determinar el nivel de expresion de LAG-3 en
una muestra del tumor; e identificar el tumor como elegible para la inmunoterapia si el tumor es un tumor positivo a
LAG-3. Un método para identificar un tumor maligno en un paciente humano que probablemente responda a una
inmunoterapia comprende: determinar el nivel de expresion de LAG-3 en una muestra del tumor; e identificar el tumor
que probablemente responda al tratamiento si el tumor es un tumor positivo a LAG-3. Un método para clasificar un
tumor maligno en un paciente humano que probablemente responda a una inmunoterapia comprende: determinar el
nivel de expresién de LAG-3 en una muestra del tumor; y clasificar el tumor que probablemente responda a la
inmunoterapia si el tumor es un tumor positivo a LAG-3. En algunas modalidades, un método descrito aqui comprende
ademas determinar el nivel de expresion de PD-L1 en la muestra del tumor. En algunas modalidades, la inmunoterapia
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comprende poner en contacto el tumor con una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un
inhibidor de la ruta de PD-1. En algunas modalidades, un método descrito aqui comprende poner en contacto el tumor
con una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1. En algunas
modalidades, un método descrito aqui comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de
un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1.

Un método para identificar un paciente con un tumor maligno que probablemente responda a una inmunoterapia
comprende: determinar el nivel de expresion de LAG-3 en una muestra del tumor; e identificar al paciente que
probablemente responda al tratamiento si el tumor es un tumor positivo a LAG-3. Un método para seleccionar un
paciente con un tumor maligno para la inmunoterapia comprende: determinar el nivel de expresién de LAG-3 en una
muestra del tumor; y seleccionar al paciente para la inmunoterapia si el tumor es un tumor positivo a LAG-3. En algunas
modalidades, un método descrito aqui comprende ademas determinar el nivel de expresion de PD-L1 en la muestra
del tumor. En algunas modalidades, un método descrito aqui comprende administrar al paciente una cantidad
terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1.

La invencion descrita aqui se refiere a un inhibidor o un anticuerpo para su uso en un método para tratar un tumor
maligno en un paciente humano, comprendiendo el método: administrar al paciente una cantidad terapéuticamente
efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1, en donde el inhibidor de LAG-3 es un anticuerpo
anti-LAG-3 o un fragmento de union a antigeno del mismo y en donde el inhibidor de la ruta de PD-1 es un anticuerpo
anti-PD-1 o un fragmento de union a antigeno del mismo, un anticuerpo anti-PD-L1 o un fragmento de unién a antigeno
del mismo o un anticuerpo anti-PD-L2 o un fragmento de unidén a antigeno del mismo; en donde se predice que el
paciente respondera al tratamiento con el inhibidor de LAG-3 y el inhibidor de la ruta de PD-1 basado en la expresion
de LAG-3 en una muestra del tumor del paciente, en donde se predice que el paciente respondera al tratamiento
cuando una muestra del tumor maligno del paciente es positivo a LAG-3 y en donde la muestra es positiva a LAG-3
cuando la muestra comprende al menos aproximadamente un 1 % de células que expresan LAG-3, en donde las
células que expresan LAG-3 comprenden linfocitos infiltrantes del tumor.

En algunas modalidades, el inhibidor o el anticuerpo para su uso como se detalla anteriormente comprende: determinar
el nivel de expresion de LAG-3 en una muestra del tumor; y administrar al paciente una cantidad terapéuticamente
efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1 si el tumor es un tumor positivo a LAG-3. En algunas
modalidades, un método descrito aqui comprende ademas determinar el nivel de expresion de PD-L1 en la muestra
del tumor.

En algunas modalidades, comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de
LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1, en donde el paciente se identifica teniendo un tumor maligno positivo a LAG-
3 antes de la administracion.

En algunas modalidades, comprende: identificar al paciente que tiene un tumor maligno positivo a LAG-3; y administrar
al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1. En
algunas modalidades, un método descrito aqui comprende ademas identificar al paciente que tiene un tumor maligno
positivo a PD-L1, positivo a LAG-3. En algunas modalidades, un método descrito aqui comprende ademas identificar
al paciente que tiene un tumor maligno negativo a PD-L1, positivo a LAG-3.

El inhibidor o el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencion puede usarse ademas en un método para extender
un periodo de supervivencia libre de progresion durante mas de 12 meses en un paciente humano afectado por un
tumor maligno que comprende administrar al paciente un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1, en
donde se identifica al paciente que tiene un tumor maligno positivo a LAG-3 antes de la administracién y en donde el
paciente demuestra una supervivencia libre de progresion durante mas de 12 meses. En algunas modalidades, se
identifica al paciente que tiene un tumor maligno positivo a PD-L1, positivo a LAG-3 antes de la administraciéon. En
algunas modalidades, se identifica al paciente que tiene un tumor maligno negativo a PD-L1, positivo a LAG-3 antes
de la administracion. En algunas modalidades, la supervivencia libre de progresion del paciente se extiende después
de la administracion durante mas de aproximadamente 13 meses, aproximadamente 14 meses, aproximadamente 15
meses, aproximadamente 16 meses, aproximadamente 17 meses, aproximadamente 18 meses, aproximadamente 2
afos, aproximadamente 3 afios, aproximadamente 4 afos, aproximadamente 5 afios, aproximadamente 6 afos,
aproximadamente 7 afios, aproximadamente 8 afios, aproximadamente 9 afios, o aproximadamente 10 afios. En
ciertas modalidades, la supervivencia libre de progresion del paciente se extiende durante mas de 14 meses.

El inhibidor o el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencion puede usarse ademas en un método para reducir
el tamafo del tumor al menos en 10 % en un paciente humano afectado por un tumor maligno que comprende
administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de
PD-1, en donde se identifica al paciente que tiene un tumor maligno positivo a LAG-3 antes de la administraciéon y en
donde la administraciéon reduce el tamafo del tumor al menos aproximadamente 10 %, aproximadamente 20 %,
aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente
70 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente 90 %, o 100 % comparado con el tamafio del tumor antes de la
administracion. En algunas modalidades, se identifica al paciente que tiene un tumor maligno positivo a PD-L1, positivo
a LAG-3 antes de la administracion. En algunas modalidades, se identifica al paciente que tiene un tumor maligno
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negativo a PD-L1, positivo a LAG-3 antes de la administraciéon. En algunas modalidades, un método descrito aqui
comprende ademas identificar al paciente que tiene un tumor maligno positivo a LAG-3 antes de la administracion. En
algunas modalidades, un método descrito aqui comprende ademas identificar al paciente que tiene un tumor maligno
positivo a PD-L1, positivo a LAG-3 antes de la administracién. En algunas modalidades, un método descrito aqui
comprende ademas identificar al paciente que tiene un tumor maligno negativo a PD-L1, positivo a LAG-3 antes de la
administracion. En algunas modalidades, el paciente experimenta (i) una supervivencia libre de progresion extendida
durante mas de 12 meses, (i) una reduccion del tamafio del tumor de al menos aproximadamente 10 %,
aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, o aproximadamente 50 % comparado con
el tamafo del tumor antes de la administracion, o (iii)) ambas.

El inhibidor o el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencidn puede usarse ademas en un método para
aumentar una tasa de respuesta objetivo para un tratamiento contra el cancer que va a ser mayor que 50 % en una
poblacion de pacientes humanos, cada uno de los cuales esta afectado por un tumor maligno, a un tratamiento contra
el cancer que comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y
un inhibidor de la ruta de PD-1, en donde se identifica cada paciente que tiene un tumor maligno positivo a LAG-3
antes de la administracién y en donde la tasa de respuesta objetivo es mayor que 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 0 75 %.
En algunas modalidades, se identifica cada paciente que tiene un tumor maligno positivo a PD-L1, positivo a LAG-3
antes de la administracion. En algunas modalidades, se identifica cada paciente que tiene un tumor maligno negativo
a PD-L1, positivo a LAG-3 antes de la administracién.

El inhibidor o el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencidn puede usarse ademas en un método para
aumentar una tasa de control de la enfermedad que va a ser mayor que 50 % en una poblacion de pacientes humanos,
cada uno de los cuales esta afectado por un tumor maligno, a un tratamiento contra el cancer que comprende
administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de
PD-1, en donde se identifica cada paciente que tiene un tumor maligno positivo a LAG-3 antes de la administracion y
en donde la tasa de respuesta objetivo es mayor que 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 0 75 %. En algunas modalidades, se
identifica cada paciente que tiene un tumor maligno positivo a PD-L1, positivo a LAG-3 antes de la administracion. En
algunas modalidades, se identifica cada paciente que tiene un tumor maligno negativo a PD-L1, positivo a LAG-3 antes
de la administracion. En algunas modalidades, la duracion media de la respuesta es > 3 meses, > 6 meses, > 12
meses, 0 > 18 meses.

En algunas modalidades, un método descrito aqui comprende ademas identificar cada paciente de la poblacidn de
pacientes que tiene un tumor maligno positivo a LAG-3 antes de la administracién. En algunas modalidades, un método
descrito aqui comprende ademas identificar cada paciente de la poblacidén de pacientes que tiene un tumor maligno
positivo a PD-L1, positivo a LAG-3 antes de la administracién. En algunas modalidades, un método descrito aqui
comprende ademas identificar cada paciente de la poblacién de pacientes que tiene un tumor maligno negativo a PD-
L1, positivo a LAG-3 antes de la administracion. En algunas modalidades, cada paciente de la poblacién de pacientes
se caracteriza ademas por (i) una supervivencia libre de progresion extendida durante mas de 12 meses, (i) una
reduccion del tamafio del tumor de al menos aproximadamente 10 %, aproximadamente 20 %, aproximadamente
30 %, aproximadamente 40 %, o aproximadamente 50 % comparado con el tamafio del tumor antes de la
administracion, o (ii) ambas. En algunas modalidades, la poblacion de pacientes comprende al menos
aproximadamente 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, o 1000 pacientes que tienen un tumor maligno positivo
a LAG-3.

La seleccion de un paciente humano adecuado para una terapia de combinacion de la invencién puede comprender:
identificar un paciente que tiene un tumor maligno positivo a LAG-3; e instruir un proveedor de atencion médica para
que administre al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta
de PD-1. En algunas modalidades, un método descrito aqui comprende ademas identificar al paciente que tiene un
tumor maligno positivo a PD-L1, positivo a LAG-3. En algunas modalidades, un método descrito aqui comprende
ademas identificar al paciente que tiene un tumor maligno negativo a PD-L1, positivo a LAG-3. En algunas
modalidades, la administracion trata el tumor maligno.

En algunas modalidades, identificar al paciente que tiene un tumor maligno positivo a LAG-3 comprende determinar
la expresion de LAG-3 en el tumor maligno. En algunas modalidades, identificar al paciente que tiene un tumor maligno
positivo a PD-L1, positivo a LAG-3 comprende determinar la expresiéon de PD-L1 en el tumor maligno. En algunas
modalidades, identificar al paciente que tiene un tumor maligno negativo a PD-L1, positivo a LAG-3 comprende
determinar la expresion de PD-L1 en el tumor maligno. En algunas modalidades, la expresion de LAG-3 se determina
revisando los resultados de un ensayo capaz de determinar la expresién de LAG-3. En algunas modalidades, la
expresion de LAG-3 se determina revisando los resultados de un ensayo de inmunohistoquimica capaz de detectar la
expresion de LAG-3. En algunas modalidades, la expresion de PD-L1 se determina revisando los resultados de un
ensayo capaz de determinar la expresion de PD-L1. En algunas modalidades, la expresion de PD-L1 se determina
revisando los resultados de un ensayo de inmunohistoquimica capaz de detectar la expresion de PD-L1.

En ciertas modalidades, un tumor positivo a LAG-3 comprende al menos aproximadamente 1%, al menos
aproximadamente 2 %, al menos aproximadamente 3 %, al menos aproximadamente 4 %, al menos aproximadamente
5 %, al menos aproximadamente 7 %, al menos aproximadamente 10 %, al menos aproximadamente 15 %, al menos
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aproximadamente 20 %, al menos aproximadamente 25 %, al menos aproximadamente 30 %, al menos
aproximadamente 40 %, al menos aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 60 %, al menos
aproximadamente 70 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos aproximadamente 90 %, o 100 % de las células
que expresan LAG-3. En ciertas modalidades, un tumor positivo a LAG-3 comprende al menos aproximadamente 1 %
de las células que expresan LAG-3. En ciertas modalidades, un tumor positivo a LAG-3 comprende al menos
aproximadamente 5 % de las células que expresan LAG-3. Las células que expresan LAG-3 comprenden los linfocitos
infiltrantes del tumor. Las células que expresan LAG-3 son el nimero total de células. En otras modalidades, las células
expresan LAG-3 sobre la superficie celular.

En algunas modalidades, el tumor maligno se selecciona del grupo que consiste de un cancer de higado, cancer de
los huesos, cancer de pancreas, cancer de piel, cancer oral, cancer de la cabeza o cuello, cancer de mama, cancer
de pulmén, que incluye cancer de pulmon de células pequefias y de células no pequefias, melanoma maligno cutaneo
o intraocular, cancer renal, cancer uterino, cancer de ovario, cancer colorrectal, cancer de colon, cancer rectal, cancer
de la regidén anal, cancer de estdmago, cancer testicular, cancer uterino, carcinoma de las trompas de Falopio,
carcinoma del endometrio, carcinoma del cuello uterino, carcinoma de la vagina, carcinoma de la vulva, linfoma no de
Hodgkin, cancer del esofago, cancer del intestino delgado, cancer del sistema endocrino, cancer de la glandula
tiroides, cancer de la glandula paratiroides, cancer de la glandula suprarrenal, sarcoma de tejido blando, cancer de la
uretra, cancer del pene, canceres de inicio en la infancia, linfoma linfocitico, cancer de la vejiga, cancer del rifién o
uréter, carcinoma de la pelvis renal, neoplasia del sistema nervioso central (SNC), linfoma del SNC primario,
angiogénesis tumoral, tumor del eje espinal, glioma del tronco encefalico, adenoma hipofisario, sarcoma de Kaposi,
cancer epidermoide, cancer de las células escamosas, canceres inducidos ambientalmente que incluyen aquellos
inducidos por asbestos, neoplasias hematoldgicas que incluyen, por ejemplo, mieloma multiple, linfoma de las células
B, linfoma de Hodgkin/linfoma de las células B mediastinal primario, linfomas no de Hodgkin, linfoma mieloide agudo,
leucemia mieldégena crdnica, leucemia linfoide crénica, linfoma folicular, linfoma de las células B grandes difusas,
linfoma de Burkitt, linfoma de las células grandes inmunoblasticas, linfoma linfoblastico de las células B germinales,
linfoma de las células del manto, leucemia linfoblastica aguda, micosis fungoide, linfoma de las células grandes
anaplasicas, linfoma de las células T, y linfoma linfoblastico de las células T germinales, y cualquier combinacién de
los mismos.

En algunas modalidades, el tumor maligno se selecciona del melanoma, cancer de pulmén de células no pequefias
(NSCLC, por sus siglas en inglés), un tumor relacionado con el virus del papiloma humano (VPH), y un
adenocarcinoma gastrico.

En algunas modalidades, el tumor maligno es el NSCLC, un tumor relacionado con el cancer relacionado con el virus,
0 adenocarcinoma gastrico.

En algunas modalidades, el tumor maligno es el melanoma, cancer gastrico, cancer de la union gastroesofagica,
cancer de pulmon de células no pequefias, cancer de vejiga, carcinoma de las células escamosas de la cabeza y
cuello, o cancer de las células renales.

En algunas modalidades, el tumor maligno es el cancer de pulmon, melanoma, carcinoma de las células escamosas
de la cabeza y cuello, cancer renal, cancer gastrico, o carcinoma hepatocelular.

En algunas modalidades, el tumor maligno positivo a LAG-3 es un tumor de melanoma que comprende
aproximadamente 1% o mas de las células que expresan LAG-3, en donde las células que expresan LAG-3
comprenden linfocitos infiltrantes del tumor.

En algunas modalidades, el tumor maligno positivo a LAG-3 es un tumor de cancer gastrico que comprende
aproximadamente 1% o mas de las células que expresan LAG-3, en donde las células que expresan LAG-3
comprenden linfocitos infiltrantes del tumor.

En algunas modalidades, el tumor maligno es refractario al tratamiento con un inhibidor del punto de control
inmunoldgico. En algunas modalidades, el tumor maligno es refractario al tratamiento con un anticuerpo de anti-PD-1.
En algunas modalidades, el tumor maligno es refractario al tratamiento con un anticuerpo de anti-PD-L1.

El inhibidor o el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencion puede usarse ademas en un método para tratar
el melanoma en un paciente humano, que comprende: identificar al paciente que tiene un melanoma positivo a LAG-
3; y administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta
de PD-1. En algunas modalidades, la identificacién del paciente que tiene un melanoma positivo a LAG-3 comprende
determinar la expresion de LAG-3 en el tumor de melanoma. En algunas modalidades, la expresiéon de LAG-3 se
determina revisando los resultados de un ensayo capaz de determinar la expresion de LAG-3. En algunas
modalidades, la expresion de LAG-3 se determina por medio de un ensayo de inmunohistoquimica capaz de detectar
la expresion de LAG-3. En algunas modalidades, un método descrito aqui comprende ademas identificar al paciente
que tiene un tumor maligno positivo a PD-L1, positivo a LAG-3. En algunas modalidades, un método descrito aqui
comprende ademas identificar al paciente que tiene un tumor maligno negativo a PD-L1, positivo a LAG-3.
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En algunas realizaciones del inhibidor o el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencién, el método para tratar
un melanoma en un paciente humano que lo necesita comprende administrar al paciente una cantidad
terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1, en donde se identifica al paciente
que tiene un melanoma positivo a LAG-3 antes de la administracion. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de acuerdo
con la invencién puede usarse en un método para extender un periodo de supervivencia libre de progresion durante
mas de 12 meses en un paciente humano afectado por un melanoma que comprende administrar al paciente un
inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1, en donde se identifica al paciente que tiene un melanoma positivo
a LAG-3 antes de la administracion y en donde el paciente demuestra una supervivencia libre de progresion durante
mas de 12 meses. En algunas modalidades, se identifica al paciente que tiene un melanoma positivo a PD-L1, positivo
a LAG-3 antes de la administracion. En algunas modalidades, se identifica al paciente que tiene un melanoma negativo
a PD-L1, positivo a LAG-3 antes de la administracién.

El inhibidor o el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencion puede usarse en un método para aumentar una
tasa de respuesta objetivo para un tratamiento contra el cancer que va a ser mayor que 15 % en una poblacion de
pacientes humanos, cada uno de los cuales esta afectado por el melanoma, que comprende administrar al paciente
una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1, en donde se
identifica cada paciente que tiene un tumor maligno positivo a LAG-3 antes de la administracion y en donde la tasa de
respuesta objetivo es mayor que 15 %. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invenciéon puede
usarse en un método para aumentar una tasa de control de la enfermedad para un tratamiento contra el cancer que
va a ser mayor que 70 % en una poblacién de pacientes humanos, cada uno de los cuales esta afectado por el
melanoma, que comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3
y un inhibidor de la ruta de PD-1, en donde se identifica cada paciente que tiene un melanoma positivo a LAG-3 antes
de la administracion y en donde la tasa de respuesta objetivo es mayor que 70 %. En algunas modalidades, un método
descrito aqui comprende ademas identificar cada paciente de la poblacidon de pacientes que tiene un melanoma
positivo a LAG-3 antes de la administracion. En algunas modalidades, la duracién media de la respuesta es > 3 meses,
> 6 meses, > 12 meses, 0 > 18 meses. En algunas modalidades, se identifica cada paciente que tiene un melanoma
positivo a PD-L1, positivo a LAG-3 antes de la administracion. En algunas modalidades, se identifica cada paciente
que tiene un melanoma negativo a PD-L1, positivo a LAG-3 antes de la administracion.

En algunas modalidades, el melanoma es refractario al tratamiento con un inhibidor del punto de control inmunolégico.
En algunas modalidades, el melanoma es refractario al tratamiento con un anticuerpo de anti-PD-1 o un anticuerpo de
anti-PD-L1.

En algunas modalidades, la determinacion del nivel de expresion de LAG-3 y/o de PD-L1 comprende proporcionar una
muestra del tejido de prueba obtenida del paciente, la muestra del tejido de prueba comprende las células del tumor
y/o las células inmunolodgicas infiltrantes del tumor. En algunas modalidades, la muestra del tejido de prueba es una
biopsia del tumor. En algunas modalidades, la muestra del tejido de prueba es una muestra intercalada en parafina
fijada en formalina (FFPE, por sus siglas en inglés).

En algunas modalidades, la determinacion comprende detectar la expresion de ARN o de la proteina de LAG-3 y/o de
PD-L1 en la muestra del tejido de prueba.

En algunas modalidades, la expresion de LAG-3 y/o de PD-L1 se detecta por medio de un ensayo capaz de detectar
el nivel de la proteina de LAG-3 y/o de PD-L1, respectivamente, en la muestra del tejido de prueba.

En algunas modalidades, la expresidon de LAG-3 y/o de PD-L1 se detecta por medio de un ensayo de
inmunohistoquimica. En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica es un ensayo monoplex (ensayo
disefiado para detectar/medir la presencia de un solo analito, por ejemplo, un par de antigeno/anticuerpo). En algunas
modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica es un ensayo multiplex (ensayo disefiado para detectar/medir multiples
analitos, ya sea simultdnea o secuencialmente). En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica
comprende poner en contacto la muestra del tumor con el anticuerpo monoclonal de LAG-3 anti-humano 1784, SP346,
11E3, 874501, o EPR4392(2). En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica comprende poner en
contacto la muestra del tumor con un anticuerpo de anti-LAG-3 que comprende regiones variables de cadena ligera y
pesada que comprenden las secuencias establecidas en las SEC ID NO:3 y 5, respectivamente.

En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica usa un cromdgeno negro o marréon. En algunas
modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica usa un cromogeno rojo. En algunas modalidades, el ensayo de
inmunohistoquimica usa un cromogeno azul. En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica usa un
cromégeno verde. En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica usa un cromégeno purpura. En ciertas
modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica usa un cromogeno amarillo.

En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica se evalua a una baja amplificacion (por ejemplo, 4X o
10X). En algunas modalidades, la baja amplificacion es de aproximadamente 20X.

En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica se evalia a una alta amplificacion. En algunas
modalidades, la alta amplificacion es de aproximadamente 40X, o mayor (60X, 100X).
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En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica se evalta por medio un software de andlisis de imagenes.
En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica es calificado manualmente por un patélogo.

En algunas modalidades, la evaluacion del ensayo de inmunohistoquimica comprende evaluar la proporcion de las
células en la muestra del tejido de prueba que expresa LAG-3 y/o evaluar la proporcion de las células en la muestra
del tejido de prueba que expresa PD-L1. En algunas modalidades, la evaluacién del ensayo de inmunohistoquimica
comprende evaluar la proporcion de las células del tumor en la muestra del tejido de prueba que expresa LAG-3 y/o
evaluar la proporcidon de las células del tumor en la muestra del tejido de prueba que expresa PD-L1. En algunas
modalidades, la evaluacidén del ensayo de inmunohistoquimica comprende evaluar la proporcién de las células
inmunolégicas en la muestra del tejido de prueba que expresa LAG-3 y/o evaluar la proporcion de las células
inmunolégicas en la muestra del tejido de prueba que expresa PD-L1. En algunas modalidades, la evaluacion del
ensayo de inmunohistoquimica comprende evaluar la proporcion de las células T en la muestra del tejido de prueba
que expresa LAG-3 y/o evaluar la proporcion de las células T en la muestra del tejido de prueba que expresa PD-L1.
En algunas modalidades, la evaluacion del ensayo de inmunohistoquimica comprende evaluar la proporcion de las
células T CD8+ en la muestra del tejido de prueba que expresa LAG-3 y/o evaluar la proporcién de las células T CD8+
en la muestra del tejido de prueba que expresa PD-L1. En algunas modalidades, la evaluacion del ensayo de
inmunohistoquimica comprende evaluar la proporcion de las células T CD4+ en la muestra del tejido de prueba que
expresa LAG-3 y/o evaluar la proporcién de las células T CD4+ en la muestra del tejido de prueba que expresa PD-
L1. En algunas modalidades, la evaluacion del ensayo de inmunohistoquimica comprende evaluar la proporciéon de
las células T FOXP3+ en la muestra del tejido de prueba que expresa LAG-3 y/o evaluar la proporcion de las células
T FOXP3+ en la muestra del tejido de prueba que expresa PD-L1.

En algunas modalidades, las células con localizacion del LAG-3 citoplasmico/de la membrana parcial se evaluan como
células que expresan LAG-3. En algunas modalidades, las células con localizacion del LAG-3 semejante a puntos se
evaluan como células que expresan LAG-3. En algunas modalidades, las células con localizacién del LAG-3
citoplasmico/de la membrana completa se evallan como células que expresan LAG-3. En algunas modalidades, las
células con cualquier patron de localizacién del LAG-3 se evallan como células que expresan LAG-3.

En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica es un ensayo multiplex que comprende ademas detectar
la expresion de MHC clase |l por medio de las células del tumor. En algunas modalidades, la evaluacion del ensayo
de inmunohistoquimica comprende evaluar la proporcion de las células en la muestra del tejido de prueba que expresa
MHC clase Il. En algunas modalidades, la evaluacidon del ensayo de inmunohistoquimica comprende evaluar la
proporcion de las células no inmunolégicas en la muestra del tejido de prueba que expresa MHC |l

En algunas modalidades, la expresion de la proteina de LAG-3 y/o de PD-L1 se detecta por medio de la citometria de
flujo. En algunas modalidades, la muestra del tejido de prueba obtenida del paciente comprende células inmunoldgicas
infiltrantes del tumor. En algunas modalidades, el tumor maligno es una neoplasia maligna hematologica y la muestra
del tejido comprende linfocitos circulantes. En algunas modalidades, la citometria de flujo es un ensayo multiplex. En
algunas modalidades, la citometria de flujo comprende detectar la expresion de los marcadores que comprenden LAG-
3, PD-L1, CD4, CD8, FOXP3, MHC clase Il y cualquier combinacién de los mismos.

En algunas modalidades, la evaluacion de la citometria de flujo comprende evaluar la proporcion de las células T en
la muestra del tejido de prueba que expresa LAG-3. En algunas modalidades, la evaluacion de la citometria de flujo
comprende evaluar la proporcidon de las células T CD8+ en la muestra del tejido de prueba que expresa LAG-3. En
algunas modalidades, la evaluacién de la citometria de flujo comprende evaluar la proporcién de las células T CD4+
en la muestra del tejido de prueba que expresa LAG-3. En algunas modalidades, la evaluacion de la citometria de flujo
comprende evaluar la proporcion de las células T FOXP3+ en la muestra del tejido de prueba que expresa LAG-3.

En algunas modalidades, la expresion de LAG-3 y/o de PD-L1 se detecta por medio de un ensayo capaz de detectar
el nivel de ARN de LAG-3 y/o de PD-L1, respectivamente, en la muestra del tumor. En algunas modalidades, la
expresion de LAG-3 y/o de PD-L1 se detecta por medio de un ensayo basado en RT-PCR. En algunas modalidades,
la evaluacion del ensayo basado en RT-PCR comprende evaluar el nivel de expresion de ARN de LAG-3 y/o de PD-
L1 en la muestra del tejido de prueba en relaciéon con un nivel predeterminado.

El inhibidor de LAG-3 es un anticuerpo de anti-LAG-3 o un fragmento de unién al antigeno del mismo. En algunas
modalidades, el anticuerpo de anti-LAG-3 es un anticuerpo biespecifico.

En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-LAG-3 o el fragmento de union al antigeno del mismo comprenden (a)
una CDR1 de la regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia establecida en la SEC ID NO:7; (b)
una CDR2 de la regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia establecida en la SEC ID NO:8; (¢)
una CDR3 de la regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia establecida en la SEC ID NO:9; (d)
una CDR1 de la region variable de cadena ligera que comprende la secuencia establecida en la SEC ID NO:10; (e)
una CDR2 de la region variable de cadena ligera que comprende la secuencia establecida en la SEC ID NO:11; y (f)
una CDR3 de la region variable de cadena ligera que comprende la secuencia establecida en la SEC ID NO:12.
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En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-LAG-3 o el fragmento de unién al antigeno del mismo comprenden las
regiones variables de cadena ligera y pesada que comprenden las secuencias establecidas en las SEC ID NO:3 y 5,
respectivamente.

En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-LAG-3 es MK-4280 (28G-10), REGN3767, GSK2837781, IMP731
(H5L7BW), BAP050, IMP-701 (LAG-525), IMP321, FS-118, Sym022, TSR-033, MGD013, FS118, 0 GSK2831781.

En algunas modalidades, el inhibidor de la ruta de PD-1 es un anticuerpo de anti-PD-1 o un fragmento de unién al
antigeno del mismo. En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 o el fragmento de unién al antigeno del
mismo comprenden (a) una CDR1 de la region variable de cadena pesada que comprende la secuencia establecida
en la SEC ID NO:23; (b) una CDR2 de la region variable de cadena pesada que comprende la secuencia establecida
en la SEC ID NO:24; (c) una CDR3 de la regidn variable de cadena pesada que comprende la secuencia establecida
en la SEC ID NO:25; (d) una CDR1 de la region variable de cadena ligera que comprende la secuencia establecida en
la SEC ID NO:26; (e) una CDR2 de la region variable de cadena ligera que comprende la secuencia establecida en la
SEC ID NO:27; y (f) una CDR3 de la region variable de cadena ligera que comprende la secuencia establecida en la
SEC ID NO:28.

En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 o el fragmento de unidn al antigeno del mismo comprenden
regiones variables de cadena ligera y pesada que comprenden las secuencias establecidas en las SEC ID NO:19 y
21, respectivamente.

En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 o el fragmento de unidn al antigeno del mismo comprenden
cadenas ligeras y pesadas que comprenden las secuencias establecidas en las SEC ID NO:17 y 18, respectivamente.

En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 es pembrolizumab (KEYTRUDA; MK-3475), pidilizumab (CT-011),
0 nivolumab (OPDIVO; BMS-936558).

En algunas modalidades, el inhibidor de la ruta de PD-1 es un anticuerpo de anti-PD-L1 o un fragmento de unién al
antigeno del mismo. En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-L1 es atezolizumab (Tecentrig 0 RG7446),
durvalumab (Imfinzi o MEDI4736), avelumab (Bavencio) o0 BMS-936559.

En algunas modalidades, el inhibidor de la ruta de PD-1 es un anticuerpo de anti-PD-L2 o un fragmento de unién al
antigeno del mismo.

En algunas modalidades, el inhibidor del punto de control inmunoldgico es un antagonista de CTLA-4, un antagonista
de CD80, un antagonista de CD86, un antagonista de Tim-3, un antagonista de TIGIT, un antagonista de CD20, un
antagonista de CD96, un antagonista de IDO1, un antagonista de STING, un antagonista de GARP, un antagonista
de CD40, un antagonista de A2aR, un antagonista de CEACAM1 (CD66a), un antagonista de CEA, un antagonista de
CD47, un antagonista de PVRIG, un antagonista de TDO, un antagonista de VISTA, o un antagonista de KIR.

En algunas modalidades, el método comprende al menos un ciclo de administracion, en donde el ciclo es un periodo
de ocho semanas, en donde para cada uno de al menos un ciclo, se administran cuatro dosis del anticuerpo de anti-
LAG-3 a una dosis de 3, 20, 80, 160, 0 240 mg.

En algunas modalidades, el método comprende al menos un ciclo de administracion, en donde el ciclo es un periodo
de ocho semanas, en donde para cada uno de al menos un ciclo, se administran cuatro dosis del anticuerpo de anti-
PD-1 a una dosis de 80 0 240 mg.

En algunas modalidades, el método comprende al menos un ciclo de administracion, en donde el ciclo es un periodo
de ocho semanas, en donde para cada uno de al menos un ciclo, se administran cuatro dosis del anticuerpo de anti-
PD-L1 a una dosis de 3, 20, 80, 160, 0 240 mg.

En algunas modalidades, el método comprende al menos un ciclo de administracion, en donde el ciclo es un periodo
de ocho semanas, en donde para cada uno de al menos un ciclo, se administran cuatro dosis del anticuerpo de anti-
LAG-3 a una dosis de 3, 20, 80, 160, 0 240 mg y se administran cuatro dosis del anticuerpo de anti-PD-1 a una dosis
de 80 0 240 mg.

En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-LAG-3 y el anticuerpo de anti-PD-1 se administran a las siguientes
dosis: (a) 3 mg del anticuerpo de anti-LAG-3 y 80 mg del anticuerpo de anti-PD-1; (b) 3 mg del anticuerpo de anti-LAG-
3 y 240 mg del anticuerpo de anti-PD-1; (c) 20 mg del anticuerpo de anti-LAG-3 y 240 mg del anticuerpo de anti-PD-
1; (d) 80 mg del anticuerpo de anti-LAG-3 y 160 mg del anticuerpo de anti-PD-1; (e) 80 mg del anticuerpo de anti-LAG-
3 y 240 mg del anticuerpo de anti-PD-1; (f) 160 mg del anticuerpo de anti-LAG-3 y 240 mg del anticuerpo de anti-PD-
1, 0 (g) 240 mg del anticuerpo de anti-LAG-3 y 240 mg del anticuerpo de anti-PD-1.

En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-LAG-3 y el anticuerpo de anti-PD-1 se administran a la dosis de 80 mg
del anticuerpo de anti-LAG-3 y 160 mg del anticuerpo de anti-PD-1.
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En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-LAG-3 y el anticuerpo de anti-PD-1 se administran a la dosis de 80 mg
del anticuerpo de anti-LAG-3 y 240 mg del anticuerpo de anti-PD-1.

En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-LAG-3 y el anticuerpo de anti-PD-1 se administran a la dosis de 160 mg
del anticuerpo de anti-LAG-3 y 240 mg del anticuerpo de anti-PD-1.

En algunas modalidades, los anticuerpos de anti-PD-1 y de anti-LAG-3 o los fragmentos de union a los antigenos de
los mismos son formulados para la administracion intravenosa.

En algunas modalidades, los anticuerpos de anti-PD-1 y de anti-LAG-3 o los fragmentos de union a los antigenos de
los mismos son formulados conjuntamente. En algunas modalidades, los anticuerpos de anti-PD-1 y de anti-LAG-3 o
los fragmentos de union a los antigenos de los mismos son formulados por separado.

En algunas modalidades, el tratamiento consiste de hasta 12 ciclos.

En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 o un fragmento de unién al antigeno del mismo se administran
en los dias 1, 15, 29, y 43 de cada ciclo.

En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-LAG-3 o un fragmento de union al antigeno del mismo se administran
en los dias 1, 15, 29, y 43 de cada ciclo.

En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 o un fragmento de unién al antigeno del mismo se administran
antes de la administracion del anticuerpo de anti-LAG-3 o un fragmento de unién al antigeno del mismo. En algunas
modalidades, el anticuerpo de anti-LAG-3 o un fragmento de unién al antigeno del mismo se administran dentro de
aproximadamente 30 minutos antes de la administracion del anticuerpo de anti-PD-1 o un fragmento de union al
antigeno del mismo. En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 o un fragmento de unién al antigeno del
mismo se administran después de la administracion del anticuerpo de anti-LAG-3 o un fragmento de unién al antigeno
del mismo. En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 o un fragmento de unién al antigeno del mismo se
administran antes de la administracion del anticuerpo de anti-LAG-3 o un fragmento de unién al antigeno del mismo.
En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 o un fragmento de unién al antigeno del mismo se administran
simultdneamente con el anticuerpo de anti-LAG-3 o un fragmento de unién al antigeno del mismo.

En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-LAG-3 o un fragmento de union al antigeno del mismo y el inhibidor de
la ruta de PD-1 se administran como una primera linea del tratamiento. En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-
LAG-3 o un fragmento de unién al antigeno del mismo y el inhibidor de la ruta de PD-1 se administran como una
segunda linea del tratamiento.

En algunas modalidades, un método descrito aqui comprende ademas la administracién de al menos un agente
terapéutico adicional. En algunas modalidades, al menos un agente terapéutico adicional es un agente
quimioterapéutico. En algunas modalidades, al menos un agente terapéutico adicional es un inhibidor del punto de
control inmunoldgico.

En algunas modalidades, el método produce al menos un efecto terapéutico seleccionado de una reduccion en el
tamafo de un tumor, una reduccion en el numero de lesiones metastasicas durante el transcurso del tiempo, una
respuesta completa, una respuesta parcial, y una enfermedad estable.

En algunas modalidades, la administracion del anticuerpo de anti-LAG-3 o el fragmento de unién al antigeno del mismo
y el inhibidor de la ruta de PD-1 activa las células T del paciente. En algunas modalidades, la administracién del
anticuerpo de anti-LAG-3 o el fragmento de unién al antigeno del mismo y el inhibidor de la ruta de PD-1 induce la
expresion de los marcadores de activacion por medio de las células T del paciente.

En algunas modalidades, la administracion del anticuerpo de anti-LAG-3 o el fragmento de unién al antigeno del mismo
conduce a la ocupacién de al menos aproximadamente 10 %, al menos aproximadamente 20 %, al menos
aproximadamente 30 %, al menos aproximadamente 40 %, al menos aproximadamente 50 %, al menos
aproximadamente 60 %, al menos aproximadamente 70 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos
aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, o aproximadamente 100 % de los receptores de LAG-3 en
las células T del paciente. En algunas modalidades, las células T son células T CD8+. En algunas modalidades, las
células T son células T infiltrantes del tumor.

En algunas modalidades, el inhibidor de la ruta de PD-1 comprende un anticuerpo de anti-PD-1 o un fragmento de
union al antigeno del mismo.

Otro aspecto descrito pero no reivindicado aqui se refiere a un kit para su uso en un método de tratamiento de un

paciente humano afectado por un tumor maligno, en donde el paciente se predice que responde al tratamiento cuando
una muestra del tumor maligno del paciente es positiva para LAG-3 y en donde la muestra es positiva para LAG-3
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cuando la muestra comprende al menos aproximadamente un 1 % de células que expresan LAG-3, en donde las
células que expresan LAG-3 comprenden linfocitos infiltrantes del tumor, el kit que comprende: una dosificacion que
varia de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal de un anticuerpo de anti-LAG-3 o un
fragmento de union al antigeno del mismo; una dosificacion que varia de aproximadamente 0,1 a aproximadamente
10 mg/kg de peso corporal de un anticuerpo de anti-PD-1 o un fragmento de unidén al antigeno del mismo; e
instrucciones para usar el anticuerpo de anti-LAG-3 y el anticuerpo de anti-PD-1 o los fragmentos de unién a los
antigenos de los mismos en cualquiera de los métodos descritos aqui.

Un método ilustrativo para identificar a un paciente que es refractario al tratamiento con un antagonista de PD-1
comprende determinar el nivel de expresion de LAG-3, en donde un nivel aumentado de la expresion de LAG-3
después del tratamiento con el antagonista de PD-1, en relacion con el nivel de expresion de LAG-3 antes del
tratamiento con el antagonista de PD-1, indica que un paciente es refractario a la terapia con el antagonista de PD-1.
Un método ilustrativo para identificar a un paciente que esta en riesgo de volverse refractario al tratamiento con un
antagonista de PD-1 que comprende determinar el nivel de expresion de LAG-3, en donde un nivel aumentado de la
expresion de LAG-3 después del tratamiento con el antagonista de PD-1, en relacion con el nivel de expresion de
LAG-3 antes del tratamiento con el antagonista de PD-1, indica que un paciente esta en riesgo de volverse refractario
a laterapia con el antagonista de PD-1. Un método ilustrativo para identificar un paciente que probablemente responda
a una terapia con LAG-3 comprende determinar el nivel de expresion de LAG-3 en el paciente, en donde un nivel
aumentado de la expresion de LAG-3 después del tratamiento con un antagonista de PD-1, en relacion con el nivel de
expresion de LAG-3 antes del tratamiento con el antagonista de PD-1, indica que es probable que un paciente
responda a una terapia con LAG-3. Un método ilustrativo de seleccion de un paciente para el tratamiento con una
terapia con LAG-3 comprende determinar el nivel de expresion de LAG-3 en el paciente, en donde un nivel aumentado
de la expresion de LAG-3 después del tratamiento con el antagonista de PD-1, en relacion con el nivel de expresion
de LAG-3 antes del tratamiento con el antagonista de PD-1, indica que es probable que un paciente responda a una
terapia con LAG-3. En una modalidad, el antagonista de PD-1 es un inhibidor de PD-1. En ciertas modalidades, el
antagonista de PD-1 es un anticuerpo de PD-1. En algunas modalidades, la terapia con LAG-3 es un inhibidor de LAG-
3. En las modalidades particulares, la terapia con LAG-3 es un anticuerpo de anti-LAG-3. En una modalidad, la terapia
con LAG-3 es una terapia de combinacidon. En una modalidad, la terapia de combinacién con LAG-3 es una
combinacién de un anticuerpo de anti-LAG-3 y un anticuerpo de anti-PD-1.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Patrones de tincion observados en las muestras de inmunohistoquimica (IHC) de LAG-3 monoplex.
Figura 2. Distribucion de la frecuencia de las células LAG-3+ como una proporcion de las células del tumor totales
en una muestra analizada con |IHC de LAG-3 monoplex.

Figura 3A. Disefio del estudio y puntos finales. Figura 3B. Criterios de elegibilidad claves para los pacientes en la
cohorte de expansion de |0 antes del melanoma.

Figura 4. Caracteristicas demograficas y de la enfermedad de la linea base.

Figura 5. Terapia previa.

Figura 6. Estado de expresion de LAG-3 de los primeros 40 melanomas que experimentan 10.

Figura 7. Respuesta por la evaluacion del investigador de los pacientes con melanoma que progresaron en la
terapia con anti-PD1/PD-L1 previa.

Figura 8. La expresién de LAG-3 enriquece la respuesta.

Figura 9. Intensidad y duracion de la respuesta por la expresion de LAG-3.

Figura 10. Duracion de la supervivencia libre de progresion.

Figura 11. Respuesta por las caracteristicas de la linea base (investigador evaluado).

Figura 12. Estado de expresion de LAG-3 de las muestras del tumor gastrico. El 48 % (10/21) de las muestras se
evaluaron como positivas a LAG-3 usando un punto de corte de 1 % en un ensayo de IHC monoplex.

Figura 13. Cambio en el tamafo de la lesion objetivo en los pacientes con cancer gastrico en respuesta al
tratamiento con una combinacién de anticuerpos de anti-LAG-3 y de anti-PD-1. Los tumores positivos a LAG-3 se
enriquecieron entre los pacientes que respondieron al tratamiento. La respuesta del tumor se determino de acuerdo
con RECIST. Los pacientes en este estudio no han sido expuestos previamente al tratamiento con anti-PD-1/PD-
L1.

Figura 14. Estado de expresion de LAG-3 del cancer de las células escamosas de la cabeza y cuello (SCCHN),
carcinoma renal, carcinoma hepatocelular (HCC), y muestras del tumor de NSCLC como se determina por medio
de un ensayo de IHC monoplex.

Figura 15A. Secciones del melanoma pigmentado. Los nucleos se contratifieron con hematoxilina con o sin
blangueamiento. Figura 15B. IHC de LAG-3 del melanoma pigmentado con o sin blanqueamiento previo. Los
nucleos se contratifieron con hematoxilina.

Figura 16. Disefio del estudio y puntos finales actualizados.

Figura 17. Caracteristicas demograficas de la linea base y de la enfermedad actualizadas.

Figura 18. Terapias previas actualizadas.

Figura 19. Actividad antitumoral actualizada de la terapia de combinacion de BMS-986016 y Nivolumab.

Figura 20. Respuesta actualizada por las caracteristicas de la linea base y la expresion de LAG-3.

Figura 21. Cambio mejor actualizado en el tamafio de la lesidn objetivo por la expresion de LAG-3 y de PD-L1.
Figura 22. Intensidad y duracion actualizadas de la respuesta por la expresion de LAG-3 y de PD-L1.
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Figura 23. Seguimiento clinico en curso actualizado.

Figura 24. Papel del LAG-3 y del PD-1 en el agotamiento de las células T y utilidad clinica propuesta de la
combinacion con nivolumab.

Figura 25. Patrones de expresion de LAG-3 por la tincidén de IHC de las células nucleadas totales en una muestra
del tumor de melanoma.

Figuras 26A-26F. Asociacion del LAG-3 con los biomarcadores inmunolégicos e inflamatorios: figura 26A LAG-3
contra CD8, figura 26B LAG-3 contra FOXP3, figura 26C LAG-3 contra CD163, figura 26D LAG-3 contra CD68,
figura 26E LAG-3 contra PD-L1, figura 26F LAG-3 contra MHC 1.

Figura 27. Proporcidn de los linfocitos infiltrantes del tumor positivo a LAG-3 (TIL) en los tumores que comprenden
<1% 0 <1 % de las células del tumor positivas a MHC II.

Figuras 28A - 28C. Relacion entre los grupos de inflamacion y la expresiéon de los biomarcadores en (fig. 28A) el
cancer urotelial, (fig. 28B) NSCLC, y (fig. 28C) todos los tipos de tumores.

Figuras 29A - 29C. Expresion de las células deltumor de MHC Il heterogéneas y LAG-3 + TIL. Figura 29A. Numeros
de LAG-3 + TIL en las regiones de las células del tumor de bajo MHC Il y de alto MHC |l en el carcinoma urotelial.
Figuras 29B y 29C. Proporcion de las células de LAG-3 + TIL en las regiones de las células del tumor de bajo MHC
Il'y de alto MHC Il en las muestras del carcinoma urotelial y gastrico.

Figuras 30A y 30B. Niveles de ARNm de LAG-3 en la seleccidén y en las semanas 2-4 de la monoterapia con
nivolumab.

Descripcion detallada de la invencién

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un inhibidor o un anticuerpo para su uso en un método mejorado de
tratamiento para tumores malignos en un paciente humano. En particular, la presente invencion muestra que la
administracion de un anticuerpo de anti-LAG-3 en combinaciéon con un anticuerpo de anti-PD-1 logra resultados del
tratamiento sorprendentemente mejorados en una poblacion de pacientes que tienen un tumor maligno positivo a LAG-
3 comparado con una poblacién que comprende pacientes que tienen tumores tanto positivos a LAG-3 como negativos
a LAG-3. De acuerdo con esto, se describe aqui un método para identificar patentes que tienen un tumor positivo a
LAG-3, por ejemplo, melanoma. En un aspecto, la invencion descrita aqui se refiere a un inhibidor o un anticuerpo
para su uso en un método para tratar un tumor maligno positivo a LAG-3 por medio de la administracién de una
combinacion de un inhibidor de LAG-3 (por ejemplo, un anticuerpo de anti-LAG-3) y un inhibidor de la ruta de PD-1
(por ejemplo, un anticuerpo de anti-PD-1), como se define en las reivindicaciones adjuntas.

1. Definiciones

Para que la presente descripcion pueda ser entendida mas facilmente, primero se definen ciertos términos. Como se
usan en esta solicitud, excepto que se provean aqui expresamente de otra manera, cada uno de los siguientes
términos tendra el significado que se establece a continuacion. Se establecen definiciones adicionales en toda la
solicitud.

Un “anticuerpo” (Ab) incluira, sin limitaciéon, una inmunoglobulina de glicoproteina que se une especificamente a un
antigeno y comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces de
disulfuro, o una parte de unién al antigeno de la misma. Cada cadena H comprende una region variable de cadena
pesada (abreviada aqui como Vy) y una regidn constante de cadena pesada. La regidon constante de cadena pesada
comprende tres dominios constantes, Cn1, Crz ¥ Chs. Cada cadena ligera comprende una region variable de cadena
ligera (abreviada aqui como V\) y una regién constante de cadena ligera. La region constante de cadena ligera esta
compuesta por un dominio constante, C.. Las regiones de Vy y de V. se pueden subdividir adicionalmente en regiones
de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDR), intercaladas con regiones
que estan mas conservadas, denominadas regiones del marco (FR). Cada V4 y Vi comprende tres CDR y cuatro FR,
colocadas desde el extremo de amino hasta el extremo de carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2,
FR3, CDR3, FR4. Las regiones variables de las cadenas ligeras y pesadas contienen un dominio de union que
interactua con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden tener un papel mediador en la unién
de la inmunoglobulina a los tejidos o factores del hospedero, que incluyen varias células del sistema inmunoldgico (por
ejemplo, células efectoras) y el primer componente (C1q) del sistema de complemento clasico. Una cadena pesada
puede tener la lisina C-terminal 0 no. A menos que se especifique aqui de otra manera, los aminoacidos en las regiones
variables se numeran usando el sistema de numeracion de Kabat y aquellos de las regiones constantes se numeran
usando el sistema de la UE.

Una inmunoglobulina se puede derivar de cualquiera de los isotipos comunmente conocidos, incluyendo, pero sin estar
limitados a, IgA, IgA secretora, IgG e IgM. Las subclases de IgG también son bien conocidas por aquellas personas
expertas en la técnica e incluyen, pero no estan limitadas a, IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 humanas. “Isotipo” se refiere a
la clase o subclase del anticuerpo (por ejemplo, IgM o IgG1) que esta codificado por los genes de la region constante
de cadena pesada. El término “anticuerpo” incluye, a manera de ejemplo, anticuerpos monoclonales y policlonales;
anticuerpos quiméricos y humanizados; anticuerpos humanos o no humanos; anticuerpos totalmente sintéticos; y
anticuerpos de una sola cadena. Un anticuerpo no humano puede ser humanizado por medio de los métodos
recombinantes para reducir su inmunogenicidad en el ser humano. En donde no se establezca expresamente, y a
menos que el contexto lo indique de otra manera, el término “anticuerpo” incluye anticuerpos monoespecificos,
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biespecificos, o multiespecificos, asi como un anticuerpo de una sola cadena. En las modalidades, el anticuerpo es
un anticuerpo biespecifico. En otras modalidades, el anticuerpo es un anticuerpo monoespecifico.

Como se usa aqui, un “anticuerpo de IgG” tiene la estructura de un anticuerpo de IgG que esta presente de manera
natural, es decir, tiene el mismo numero de cadenas ligeras y pesadas y de enlaces de disulfuro que un anticuerpo de
IgG que esta presente de manera natural de la misma subclase. Por ejemplo, un anticuerpo de anti-ICOS IgG1, 1gG2,
IgG3 o IgG4 consiste de dos cadenas pesadas (HC) y dos cadenas ligeras (LC), en donde las dos cadenas pesadas
y cadenas ligeras estan unidas por el mismo numero y ubicacion de los puentes de disulfuro que ocurren en los
anticuerpos de IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 que estan presentes de manera natural, respectivamente (a menos que el
anticuerpo haya mutado para modificar los enlaces de disulfuro).

Un “anticuerpo aislado” se refiere a un anticuerpo que esta sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen
diferentes especificidades antigénicas (por ejemplo, un anticuerpo aislado que se une especificamente a PD-1 esta
sustancialmente libre de anticuerpos que se unen especificamente a antigenos diferentes de PD-1). Sin embargo, un
anticuerpo aislado que se une especificamente a PD-1 puede tener una reactividad cruzada con otros antigenos, tales
como las moléculas de PD-1 de diferentes especies. Ademas, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre
de otros materiales celulares y/o productos quimicos.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo que ha sido alterado (por ejemplo, por mutacién, supresion, sustitucion,
conjugacién con una porcion diferente del anticuerpo). Por ejemplo, un anticuerpo puede incluir uno o mas
aminoacidos variantes (comparado con un anticuerpo que estd presente de manera natural) que cambian una
propiedad (por ejemplo, una propiedad funcional) del anticuerpo. Por ejemplo, se conocen numerosas de tales
alteraciones en la técnica que afectan, por ejemplo, la semivida, la funcién efectora y/o las respuestas inmunologicas
al anticuerpo en un paciente. El término anticuerpo también incluye construcciones de polipéptidos artificiales que
comprenden al menos un sitio de unién al antigeno derivado del anticuerpo.

El término “anticuerpo monoclonal” (‘mAb”) se refiere a una preparacion que no esta presente de manera natural de
moléculas del anticuerpo de una sola composicidén molecular, es decir, moléculas del anticuerpo cuyas secuencias
primarias son esencialmente idénticas, y que exhiben una sola especificidad y afinidad de unidén para un epitopo
particular. Un mAb es un ejemplo de un anticuerpo aislado. Los MAb se pueden producir por medio de las técnicas de
hibridoma, recombinantes, transgénicas u otras, conocidas por las personas expertas en la técnica.

Un anticuerpo “humano” (HUMAD) se refiere a un anticuerpo que tiene regiones variables en las que tanto las regiones
del marco como de CDR se derivan de las secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana. Ademas, si
el anticuerpo contiene una regidén constante, la region constante también se deriva de las secuencias de
inmunoglobulina de la linea germinal humana. Los anticuerpos humanos de la invencion pueden incluir residuos de
aminoacidos no codificados por las secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana (por ejemplo,
mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica para el sitio in vifro o por mutacion somatica in vivo).
Sin embargo, el t¢rmino “anticuerpo humano”, como se usa aqui, no esta propuesto para incluir anticuerpos en los que
las secuencias de CDR derivadas de la linea germinal de otra especie de mamifero, tal como un ratén, han sido
injertadas en secuencias del marco humanas. Los términos anticuerpos “humanos” y anticuerpos “completamente
humanos” se usan como sindnimos.

Un “anticuerpo humanizado” se refiere a un anticuerpo en el que algunos, la mayoria o la totalidad de los aminoacidos
fuera de los dominios de CDR de un anticuerpo no humano son reemplazados con los aminoacidos correspondientes
derivados de las inmunoglobulinas humanas. En una modalidad de una forma humanizada de un anticuerpo, algunos,
la mayoria o la totalidad de los aminoacidos fuera de los dominios de CDR han sido reemplazados con los aminoacidos
de las inmunoglobulinas humanas, mientras que algunos, la mayoria o la totalidad de los aminoacidos dentro de una
0 mas regiones de CDR no han cambiado. Son permisibles pequefias adiciones, supresiones, inserciones,
sustituciones o modificaciones de los aminoacidos siempre que no anulen la capacidad del anticuerpo para unirse a
un antigeno particular. Un anticuerpo “humanizado” retiene una especificidad antigénica semejante a aquella del
anticuerpo original.

Un “anticuerpo quimérico” se refiere a un anticuerpo en el que las regiones variables se derivan de una especie y las
regiones constantes se derivan de otra especie, tal como un anticuerpo en el que las regiones variables se derivan de
un anticuerpo de ratoén y las regiones constantes se derivan de un anticuerpo humano.

Un anticuerpo de “anti-antigeno” se refiere a un anticuerpo que se une especificamente al antigeno. Por ejemplo, un
anticuerpo de anti-PD-1 se une especificamente a PD-1 y un anticuerpo de anti-LAG-3 se une especificamente a LAG-
3.

Una “parte de unidn al antigeno” de un anticuerpo (también llamada “fragmento de unién al antigeno”) se refiere a uno
0 mas fragmentos de un anticuerpo que retienen la capacidad de unirse especificamente al antigeno unido por el
anticuerpo completo. Se ha mostrado que la funcién de unidén al antigeno de un anticuerpo se puede llevar a cabo por
medio de los fragmentos o partes de un anticuerpo de longitud completa. Los ejemplos de los fragmentos de union
abarcados dentro del término “parte de unidn al antigeno” o “fragmento de union al antigeno” de un anticuerpo, por
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ejemplo, un anticuerpo de anti-LAG-3 descrito aqui, incluyen:

(1) un fragmento de Fab (fragmento de la escisidon de la papaina) o un fragmento monovalente semejante que
consiste de los dominios de VL, VH, LC y CH1;

(2) un fragmento de F(ab’)2 (fragmento de la escisiéon de la pepsina) o un fragmento bivalente semejante que
comprende dos fragmentos de Fab unidos por un puente de disulfuro en la regién de articulacion;

(3) un fragmento de Fd que consiste de los dominios de VH y de CH1;

(4) un fragmento de Fv que consiste de los dominios de VL y de VH de una sola ramificacion de un anticuerpo,
(5) un fragmento de un anticuerpo de un solo dominio (dAb) (Ward et al., (1989) Nature 341:544-46), que consiste
de un dominio de VH;

(6) un anticuerpo de bidominio unico que consiste de dos dominios de VH unidos por una articulacién (anticuerpos
de redireccionamiento de doble afinidad (DART));

(7) una inmunoglobulina de dominio variable doble;

(8) una regién determinante de la complementariedad aislada (CDR); y

(9) una combinacién de dos 0 mas CDR aisladas, que opcionalmente se pueden unir por medio un enlazador
sintético. Ademas, aunque los dos dominios del fragmento de Fv, VL y VH, estan codificados por genes separados,
los mismos se pueden unir, usando métodos recombinantes, por medio de un enlazador sintético que les permite
formarse como una sola cadena de proteina en la que las regiones de VL y de VH se agrupan por pares para
formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de una sola cadena (scFv); véase, por ejemplo, Bird et al.
(1988) Science 242:423-426; y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci EUA 85:5879-5883). Tales anticuerpos
de una sola cadena también estan propuestos para estar abarcados dentro deltérmino “parte de union al antigeno”
o “fragmento de union al antigeno” de un anticuerpo. Estos fragmentos del anticuerpo se obtienen usando las
técnicas convencionales conocidas por las personas expertas en la técnica, y los fragmentos se seleccionan para
su utilidad de la misma manera que los anticuerpos intactos. Las partes de unidn al antigeno se pueden producir
por medio de las técnicas de ADN recombinante, o por medio de la escision enzimatica o quimica de las
inmunoglobulinas intactas.

Los términos “LAG-3”, “LAG3", 0 “gen 3 de activacion de linfocitos” se refieren al gen 3 de activacion de linfocitos. El
término LAG-3 como se usa aqui incluye el LAG-3 humano (hLAG-3), variantes, isoformas, y homélogos de especies
de hLAG-3, y andlogos que tienen al menos un epitopo comun con hLAG-3. El término LAG-3 como se usa aqui
incluye variantes, isoformas, homdlogos, ortdlogos y paralogos. Por ejemplo, los anticuerpos especificos para una
proteina de LAG-3 humana pueden reaccionar de manera cruzada, en ciertos casos, con una proteina de LAG-3 de
una especie diferente a la del ser humano. En otras modalidades, los anticuerpos especificos para una proteina de
LAG-3 humana pueden ser completamente especificos para la proteina de LAG-3 humana y pueden no exhibir
especies u otros tipos de reactividad cruzada, o pueden reaccionar de manera cruzada con el LAG-3 de ciertas otras
especies, pero no todas las demas especies (por ejemplo, reaccionan de manera cruzada con el LAG-3 de mono pero
no con el LAG-3 de raton). El término “LAG-3 humano” se refiere al LAG-3 de la secuencia humana, tal como la
secuencia de aminoacidos completa del LAG-3 humano que tiene el numero de acceso de GenBank NP_002277 (SEC
ID NO:13). El término “LAG-3 de raton” se refiere al LAG-3 de la secuencia de ratén, tal como la secuencia de
aminoacidos completa del LAG-3 de ratdn que tiene el nimero de acceso de GenBank NP_032505. El LAG-3 también
ya se conoce en la técnica como, por ejemplo, CD223. La secuencia del LAG-3 humano puede diferir del LAG-3
humano del nimero de acceso de GenBank NP_002277 porque tiene, por ejemplo, mutaciones conservadas o
mutaciones en regiones no conservadas y el LAG-3 tiene sustancialmente la misma funcion biolégica que el LAG-3
humano del numero de acceso de GenBank NP_002277. Por ejemplo, una funcién biolégica del LAG-3 humano es
que tiene un epitopo en el dominio extracelular del LAG-3 que esta unido especificamente por un anticuerpo de la
presente descripcion o una funcion biolégica del LAG-3 humano es que se une a las moléculas de MHC clase |l.

Una secuencia del LAG-3 humano particular sera generalmente al menos 90 % idéntica en la secuencia de
aminoacidos al LAG-3 humano del numero de acceso de GenBank NP_002277 y contiene residuos de aminoacidos
que identifican la secuencia de aminoacidos que es humana cuando se compara con las secuencias de aminoacidos
del LAG-3 de otras especies (por ejemplo, de murino). En ciertos casos, un LAG-3 humano puede ser al menos 95 %,
o incluso al menos 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % idéntico en la secuencia de aminoacidos al LAG-3 del nimero de acceso
de GenBank NP_002277. En ciertas modalidades, una secuencia del LAG-3 humano mostrara no mas de 10
diferencias de aminoacidos desde la secuencia de LAG-3 del numero de acceso de GenBank NP_002277. En ciertas
modalidades, el LAG-3 humano puede mostrar no mas de 5, o incluso no mas de 4, 3, 2 o 1 diferencia de aminoacidos
desde la secuencia de LAG-3 del numero de acceso de GenBank NP_002277. La identidad por porcentaje se puede
determinar como se describe aqui.

Como se usan aqui, los términos “muerte programada 17, “muerte celular programada 17, “proteina de PD-1”, “PD-1",
“‘PD1”, “PDCD1”, “hPD-1" y “hPD-I” se usan intercambiablemente, e incluyen variantes, isoformas, homélogos de
especies de la PD-1 humana, y analogos que tienen al menos un epitopo comun con PD-1. La secuencia completa de
PD-1 se puede encontrar bajo el nimero de acceso de GenBank U64863 (SEC ID NO:29).

La muerte programada 1 (PD-1) de la proteina es un elemento inhibidor de la familia CD28 de receptores, que también

incluye CD28, CTLA-4, ICOS y BTLA. PD-1 se expresa en las células B activadas, células Ty células mieloides (Agata
et al., Supra; Okazaki et al. (2002) Curr. Opin. Immunol. 14: 391779-82; Bennett ef al. (2003) J Immunol 170:711-8).
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Los elementos iniciales de la familia, CD28 e ICOS, fueron descubiertos por los efectos funcionales en el aumento de
la proliferacion de las células T después de la adicion de los anticuerpos monoclonales (Hutloff et al. Nature (1999);
397.263-266; Hansen et al. Immunogenics (1980); 10.247-260). PD-1 se descubrid a través de la seleccion para la
expresion diferencial en las células apoptéticas (Ishida ef al. EMBO J (1992); 11:3887-95). Los otros elementos de la
familia, CTLA-4 y BTLA, fueron descubiertos a través de la seleccion para la expresion diferencial en los linfocitos T
citotéxicos y las células TH1, respectivamente. CD28, ICOS y CTLA-4 tienen un residuo de cisteina no agrupado por
pares que permite la homodimerizacion. En contraste, se sugiere que PD-1 existe como un mondémero, que carece del
residuo de cisteina no agrupado por pares caracteristico en otros elementos de la familia CD28.

El gen de PD-1 es una proteina de transmembrana del tipo | de 55 kDa que forma parte de la superfamilia del gen de
Ig (Agata et al. (1996) Int Immunol 8:765-72). PD-1 contiene una porcion inhibidora de tirosina del inmunorreceptor
proximal de la membrana (ITIM) y una porcién de cambio basada en tirosina distal de la membrana (ITSM) (Thomas,
ML (1995) J Exp Med 181:1953-6; Vivier, E y Daeron, M (1997) Immunol Today 18:286-91). Aunque es
estructuralmente semejante a CTLA-4, PD-1 carece de la porcién de MYPPPY (SEC ID NO:32) que es critica para la
union de B7-1 y B7-2. Se han identificado dos ligandos para PD-1, PD-L1 y PD-L2, que han mostrado que regulan
negativamente la activacion de las células T durante la union a PD-1 (Freeman et al. (2000) J Exp Med 192:1027-34;
Latchman et al. (2001) Nat Immunol 2:261-8; Carter y et al. (2002) Eur J Immunol 32:634-43). Tanto PD-L1 como PD-
L2 son homdlogos de B7 que se unen a PD-1, pero que no se unen a otros elementos de la familia CD28. PD-L1 es
abundante en una variedad de canceres humanos (Dong ef al. (2002) Nat. Med. 8:787-9). La interaccién entre PD-1y
PD-L1 conduce a una reduccion en los linfocitos infiltrantes del tumor, a una reduccion en la proliferacion mediada por
el receptor de las células T, y a la evasidon inmunologica por medio de las células cancerosas (Dong et al. (2003) J.
Mol. Med. 81:281-7; Blank ef al. (2005) Cancer Immunol. Immunother. 54:307-314; Konishi ef al. (2004) Clin. Cancer
Res. 10:5094-100). La supresion inmunoldgica se puede revertir inhibiendo la interaccién local de PD-1 con PD-L1,y
el efecto es aditivo cuando la interaccion de PD-1 con PD-L2 es bloqueada también (lwai et al. (2002) Proc. Nat'l.
Acad. Sci. EUA 99:12293-7; Brown et al. (2003) J. Immunol. 170:1257-66).

De manera consistente con que PD-1 es un elemento inhibidor de la familia CD28, los animales deficientes en PD-1
desarrollan varios fenotipos autoinmunoldgicos, incluyendo la miocardiopatia autoinmunolégica y un sindrome
semejante al lupus con artritis y nefritis (Nishimura et al. (1999) Immunity 11:141-51; Nishimura et al. (2001) Science
291:319-22). Ademas, se ha descubierto que PD-1 desempefia un papel en la encefalomielitis autoinmunolégica, el
lupus eritematoso sistémico, la enfermedad de injerto contra huésped (EICH), la diabetes tipo | y la artritis reumatoide
(Salama et al. (2003) J Exp Med 198:71-78; Prokunina y Alarcon-Riquelme (2004) Hum Mol Genet 13:R143; Nielsen
et al. (2004) Lupus 13:510). En una linea del tumor de células B de murino, se mostro que la ITSM de PD-1 va a ser
esencial para bloquear el flujo de Ca.sup.2+ mediado por BCR y la fosforilacidn de la tirosina de las moléculas efectoras
corriente abajo (Okazaki ef al. (2001) PNAS 98:13866-71).

El “ligando 1 de muerte programada (PD-L1)” es uno de los dos ligandos de glucoproteina de la superficie celular para
PD-1 (el otro es PD-L2) que regulan negativamente la activacion de las células T y la secrecion de citoquinas durante
la unién a PD-1. El término “PD-L1”, como se usa aqui, incluye PD-L1 humano (hPD-L1), variantes, isoformas y
homodlogos de las especies de hPD-L1, y 5 analogos que tienen al menos un epitopo comun con hPD-L1. La secuencia
completa de hPD-L1 se puede encontrar bajo el nimero de acceso de GenBank QINZQ7.

Los términos “ligando 2 de muerte programada” y “PD-L2” como se usan aqui incluyen PD-L2 humano (hPD-L2),
variantes, isoformas y homélogos de especies de hPD-L2, y andlogos que tienen al menos un epitopo comun con
hPD-L2. La secuencia completa de hPD-L2 se puede encontrar bajo el nimero de acceso de GenBank Q9BQ51.

Un “paciente” como se usa aqui incluye cualquier paciente que esta afectado por un cancer (por ejemplo, melanoma).
Los términos “sujeto” y “paciente” se usan intercambiablemente aqui.

“Administracion” se refiere a la introduccion fisica de una composicién que comprende un agente terapéutico a un
sujeto, usando cualquiera de los diversos métodos y sistemas de suministro conocidos por aquellas personas expertas
en la técnica. Las rutas de administracion para las formulaciones descritas aqui incluyen rutas de administracion
intravenosa, intramuscular, subcutanea, intraperitoneal, espinal u otras parenterales, por ejemplo, por medio de una
inyeccion o infusion. La frase “administracion parenteral”, como se usa aqui, significa los modos de administracion
diferentes de la administracion enteral y tdpica, usualmente por medio de una inyeccion, e incluye, sin limitacién, una
inyeccion e infusién intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intralifatica, intralesional, intracapsular,
intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutdnea, subcuticular, intraarticular,
subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, epidural e intraesternal, asi como una electroporacion in vivo. En algunas
modalidades, la formulacién se administra a través de una ruta no parenteral, en algunas modalidades, oralmente.
Otras rutas no parenterales incluyen una ruta de administracion tépica, epidérmica o por las mucosas, por ejemplo, de
manera intranasal, vaginal, rectal, sublingual o tdpica. La administracion también se puede llevar a cabo, por ejemplo,
una vez, una pluralidad de veces y/o durante uno o mas periodos extendidos.

“Tratamiento” o “terapia” de un sujeto se refiere a cualquier tipo de intervencién o proceso llevado a cabo en, o a la

administracion de un agente activo a, el sujeto con el objetivo de revertir, aliviar, mejorar, inhibir, ralentizar o prevenir
el inicio, progresiéon, desarrollo, gravedad o recurrencia de un sintoma, complicacion o afeccién, o los indicios
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bioquimicos asociados con una enfermedad.

Como se usa aqui, “tratamiento efectivo” se refiere al tratamiento que produce un efecto beneficioso, por ejemplo, la
mejora de al menos un sintoma de una enfermedad o trastorno. Un efecto beneficioso puede tomar la forma de una
mejora sobre la linea base, es decir, una mejora sobre una medicién u observacion llevada a cabo antes del inicio de
la terapia de acuerdo con el método. Un efecto beneficioso también puede tomar la forma de una detencion,
ralentizacion, retardo, o estabilizacion de una progresion perjudicial de un marcador del tumor sélido. El tratamiento
efectivo se puede referir al alivio de al menos un sintoma de un tumor sélido. Tal tratamiento efectivo puede reducir,
por ejemplo, el dolor del paciente, reducir el tamafio y/o el nimero de lesiones, puede reducir o prevenir la metastasis
de un tumor y/o puede ralentizar el crecimiento del tumor.

El término “cantidad efectiva” se refiere a una cantidad de un agente que proporciona el resultado bioldgico,
terapéutico, y/o profilactico deseado. Este resultado puede ser una reduccion, mejora, paliacién, disminucion, retardo,
y/o alivio de uno 0 mas de los signos, sintomas, o causas de una enfermedad, o cualquier otra alteracién deseada de
un sistema bioldgico. Con referencia a los tumores sélidos, una cantidad efectiva comprende una cantidad suficiente
para provocar que un tumor se encoja y/o para reducir la tasa de crecimiento del tumor (tal como para suprimir el
crecimiento del tumor) o para prevenir o retardar otra proliferacion de las células no deseadas. En algunas
modalidades, una cantidad efectiva es una cantidad suficiente para retardar el desarrollo del tumor. En algunas
modalidades, una cantidad efectiva es una cantidad suficiente para prevenir o retardar la recurrencia del tumor. Se
puede administrar una cantidad efectiva en una o mas administraciones. La cantidad efectiva del farmaco o
composicion puede: (i) reducir el numero de células cancerosas; (ii) reducir el tamafo del tumor; (iii) inhibir, retardar,
ralentizar en cierta medida y puede detener la infiltracidn de células cancerosas en los dérganos periféricos; (iv) inhibir
(es decir, ralentizar en cierta medida) y puede detener la metastasis tumoral; (v) inhibir el crecimiento del tumor; (vi)
prevenir o retardar la aparicion y/o recurrencia del tumor; y/o (vii) aliviar en cierta medida uno o mas de los sintomas
asociados con el cancer. En un ejemplo, una “cantidad efectiva” es la cantidad del anticuerpo de anti-LAG-3 y la
cantidad de anticuerpo de anti-PD-1, en combinacion, que se ha probado clinicamente que afecta una reduccién
significativa en el cancer o que ralentiza la progresion del cancer, tal como un tumor sélido avanzado. Como se usan
aqui, los términos “dosis fijada”, “dosis de respuesta plana” y “dosis de respuesta plana-fijada” se usan
intercambiablemente y se refieren a una dosis que se administra a un paciente sin tener en cuenta el peso o el area
de la superficie corporal (BSA) del paciente. Por lo tanto, la dosis fijada o de respuesta plana no es provista como una
dosis en mg/kg, sino como una cantidad absoluta del agente (por ejemplo, el anticuerpo de anti-LAG-3 y/o el anticuerpo
de anti-PD-1).

El término “supervivencia libre de progresion”, que se puede abreviar como SLP, como se usa aqui, se refiere al
periodo de tiempo durante y después del tratamiento de un tumor solido (es decir, melanoma) que un paciente vive
con la enfermedad pero que no empeora.

“Intervalo de dosificacion”, como se usa aqui, significa la cantidad de tiempo que transcurre entre multiples dosis de
una formulacién descrita aqui que se administra a un sujeto. Por consiguiente, el intervalo de dosificacion puede estar
indicado como intervalos.

El término “frecuencia de dosificacion”, como se usa aqui, se refiere a la frecuencia de las dosis de administracién de
una formulacién descrita aqui en un tiempo dado. La frecuencia de dosificacidén se puede indicar como el numero de
dosis durante un tiempo dado, por ejemplo, una vez a la semana 0 una vez en dos semanas.

El uso del término “dosis fijada” con respecto a una composicion de la invencion significa que dos 0 mas anticuerpos
diferentes en una sola composicion estan presentes en la composicion en proporciones particulares (fijadas) entre si.
En algunas modalidades, la dosis fijada se basa en el peso (por ejemplo, mg) de los anticuerpos. En ciertas
modalidades, la dosis fijada se basa en la concentracion (por ejemplo, mg/ml) de los anticuerpos. En algunas
modalidades, la proporcion es al menos aproximadamente 1:1, aproximadamente 1:2, aproximadamente 1:3,
aproximadamente 1:4, aproximadamente 1.5, aproximadamente 1:6, aproximadamente 1.7, aproximadamente 1:8,
aproximadamente 1:9, aproximadamente 1:10, aproximadamente 1:15, aproximadamente 1:20, aproximadamente
1:30, aproximadamente 1:40, aproximadamente 1:50, aproximadamente 1:60, aproximadamente 1:70,
aproximadamente 1:80, aproximadamente 1:90, aproximadamente 1:100, aproximadamente 1:120, aproximadamente
1:140, aproximadamente 1:160, aproximadamente 1:180, aproximadamente 1:200, aproximadamente 200:1,
aproximadamente 180:1, aproximadamente 160:1, aproximadamente 140:1, aproximadamente 120:1,
aproximadamente 100:1, aproximadamente 90:1, aproximadamente 80:1, aproximadamente 70:1, aproximadamente
60:1, aproximadamente 50:1, aproximadamente 40:1, aproximadamente 30:1, aproximadamente 20:1,
aproximadamente 15:1, aproximadamente 10:1, aproximadamente 9:1, aproximadamente 8:1, aproximadamente 7:1,
aproximadamente 6:1, aproximadamente 5:1, aproximadamente 4:1, aproximadamente 3:1, o aproximadamente
2:1 mg de un primer anticuerpo con respecto a mg de un segundo anticuerpo. Por ejemplo, la proporcién 3:1 de un
primer anticuerpo y un segundo anticuerpo puede significar que un vial puede contener aproximadamente 240 mg del
primer anticuerpo y 80 mg del segundo anticuerpo o aproximadamente 3 mg/ml del primer anticuerpo y 1 mg/ml del
segundo anticuerpo.

El uso del término “dosis de respuesta plana” con respecto a la composicion de la invencién significa una dosis que
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se administra a un paciente sin tener en cuenta el peso o el area de la superficie corporal (BSA) del paciente. Por lo
tanto, la dosis de respuesta plana no es provista como una dosis en mg/kg, sino como una cantidad absoluta del
agente (por ejemplo, el anticuerpo de anti-LAG-3 y/o el anticuerpo de anti-PD-1). Por ejemplo, una persona de 60 kg
y una persona de 100 kg podrian recibir la misma dosis de la composicién (por ejemplo, 240 mg de un anticuerpo de
anti-PD-1 y 80 mg de un anticuerpo de anti-LAG-3 en un solo vial de la formulacion de dosificacién fijada que contiene
tanto 240 mg de un anticuerpo de anti-PD-1 como 80 mg de un anticuerpo de anti-LAG-3 (o dos viales de la formulacion
de dosificacion fijada que contienen 120 mg de un anticuerpo de anti-PD-1 y 40 mg de un anticuerpo de anti-LAG-3,
etc.)).

El término “dosis basada en el peso” como es referido aqui significa que una dosis que se administra a un paciente se
calcula con base en el peso del paciente. Por ejemplo, cuando un paciente con 60 kg de peso corporal requiere
3 mg/kg de un anticuerpo de anti-LAG-3 en combinacién con 3 mg/kg de un anticuerpo de anti-PD-1, se pueden extraer
las cantidades apropiadas del anticuerpo de anti-LAG-3 (es decir, 180 mg) y del anticuerpo de anti-PD-1 (es decir,
180 mg) de una sola vez a partir de una formulacién de dosificacién fijada de proporcion 1:1 de un anticuerpo de anti-
LAG3 y un anticuerpo de anti-PD-1.

Los términos “aproximadamente una vez por semana”, “una vez aproximadamente cada semana”, “una vez
aproximadamente cada dos semanas” o cualesquiera otros términos de intervalo de dosificacion semejantes como se
usan aqui significan un numero aproximado, y “aproximadamente una vez por semana” 0 “una vez aproximadamente
cada semana” pueden incluir cada siete dias + dos dias, es decir, cada cinco dias a cada nueve dias. Por consiguiente,
la frecuencia de dosificacion de “una vez por semana” puede ser cada cinco dias, cada seis dias, cada siete dias,
cada ocho dias, o0 cada nueve dias. “Una vez aproximadamente cada dos semanas” puede incluir cada catorce dias
+ tres dias, es decir, cada once dias a cada diecisiete dias. Se aplican aproximaciones semejantes, por ejemplo, a
una vez cada tres semanas, una vez cada cuatro semanas, una vez cada ¢cinco semanas, una vez cada seis semanas
y una vez cada doce semanas. En algunas modalidades, un intervalo de dosificacion de una vez cada seis semanas
0 una vez cada doce semanas significa que la primera dosis se puede administrar cualquier dia de la primera semana,
y luego la siguiente dosis se puede administrar cualquier dia de la sexta o duodécima semana, respectivamente. En
otras modalidades, un intervalo de dosificacion de una vez aproximadamente cada seis semanas o una vez
aproximadamente cada doce semanas significa que la primera dosis se administra en un dia particular de la primera
semana (por ejemplo, el lunes) y luego la siguiente dosis se administra el mismo dia de la sexta o duodécima semana
(es decir, el lunes), respectivamente.

Un “cancer” se refiere a un amplio grupo de diversas enfermedades caracterizadas por el crecimiento incontrolado de
células anormales en el cuerpo. La division y el crecimiento de las células no regulados conducen a la formacién de
tumores malignos que invaden los tejidos vecinos y también pueden hacer metastasis hasta partes distantes del
cuerpo a través del sistema linfatico o el torrente sanguineo. Un “cancer” o “tejido canceroso” puede incluir un tumor.

El término “tumor”, como se usa aqui, se refiere a cualquier masa de tejido que resulta del crecimiento o proliferacion
excesiva de las células, ya sea benigna (no cancerosa) o maligna (cancerosa), incluyendo las lesiones precancerosas.

Los términos “positivo a LAG-3” 0 “positivo a la expresion de LAG-3”, relacionados con la expresion de LAG-3, se
refieren a la proporcion de las células en una muestra del tejido de prueba que comprende las células del tumory las
células inflamatorias infiltrantes del tumor (por ejemplo, células T, células T CD8+, células T CD4+, células FOXP3+)
por encima de las cuales la muestra del tejido es evaluada como una que expresa LAG-3. En algunas modalidades,
para la expresion de LAG-3 ensayada por inmunohistoquimica (IHC), el tumor positivo a LAG-3 o tumor positivo a la
expresion de LAG-3 significa que al menos aproximadamente 1 %, al menos aproximadamente 2 %, al menos
aproximadamente 3 %, al menos aproximadamente 4 %, al menos aproximadamente 5 %, al menos aproximadamente
6 %, al menos aproximadamente 7 %, al menos aproximadamente 8 %, al menos aproximadamente 9 %, al menos
aproximadamente 10 %, al menos aproximadamente 15 %, al menos aproximadamente 20 %, al menos
aproximadamente 25 %, al menos aproximadamente 30 %, al menos aproximadamente 40 %, al menos
aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 60 %, al menos aproximadamente 70 %, al menos
aproximadamente 80 %, al menos aproximadamente 90 %, o 100 % del nimero total de células expresan LAG-3. El
tumor positivo a LAG-3 o tumor positivo a la expresion de LAG-3 también se pueden expresar aqui como un tumor
que expresa LAG-3. En algunas modalidades, un tumor positivo a la expresion de LAG-3 o positivo a LAG-3 significa
que al menos aproximadamente 1 % del nimero total de células expresan LAG-3 sobre la superficie celular. En otras
modalidades, un tumor positivo a la expresion de LAG-3 o positivo a LAG-3 significa que al menos aproximadamente
5 % del numero total de células expresan LAG-3 sobre la superficie celular. En una modalidad particular, el tumor
positivo a la expresion de LAG-3 o positivo a LAG-3 significa que en el intervalo de 1-5 % del numero total de células
expresan LAG-3 sobre la superficie celular.

Los términos “positivo a PD-L1” o “positivo a la expresion de PD-L1”, relacionados con la expresion de PD-L1 sobre la
superficie celular, se refieren a la proporcion de las células en una muestra del tejido de prueba que comprende las
células del tumor y las células inflamatorias infiltrantes del tumor por encima de las cuales la muestra es evaluada
como una que expresa PD-L1 sobre la superficie celular. Para la expresion sobre la superficie celular analizada por
inmunohistoquimica (IHC), por ejemplo, con el mAb 28-8, el tumor positivo a PD-L1 o tumor positivo a la expresion de
PD-L1 significa que al menos aproximadamente 0,01 %, al menos aproximadamente 0,5%, al menos
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aproximadamente 1 %, al menos aproximadamente 2 %, al menos aproximadamente 3 %, al menos aproximadamente
4 %, al menos aproximadamente 5 %, al menos aproximadamente 6 %, al menos aproximadamente 7 %, al menos
aproximadamente 8 %, al menos aproximadamente 9 %, al menos aproximadamente 10 %, al menos
aproximadamente 15 %, al menos aproximadamente 20 %, al menos aproximadamente 25 %, o al menos
aproximadamente 30 % del numero total de células expresan PD-L1. El tumor positivo a PD-L1 o tumor positivo a la
expresion de PD-L1 también se puede expresar aqui como el tumor que expresa PD-L1. En otras modalidades, el
tumor positivo a PD-L1 o tumor positivo a la expresion de PD-L1 significa que de al menos aproximadamente 0,1 % a
al menos aproximadamente 20 % del numero total de células expresan PD-L1. En ciertas modalidades, el tumor
positivo a PD-L1 o tumor positivo a la expresién de PD-L1 significa que de al menos aproximadamente 0,1 % a al
menos aproximadamente 10 % del numero total de las células expresan PD-L1. En algunas modalidades, el tumor
positivo a la expresion de PD-L1 o positivo a PD-L1 significa que al menos aproximadamente 1 % del numero total de
células expresan PD-L1 sobre la superficie celular. En otras modalidades, el tumor positivo a la expresion de PD-L1 o
positivo a PD-L1 significa que al menos aproximadamente 5 % del numero total de células expresan PD-L1 sobre la
superficie celular. En una modalidad particular, el tumor positivo a la expresién de PD-L1 o positivo a PD-L1 significa
que al menos aproximadamente 1 %, o en el intervalo de 1-5 %, del nimero total de células expresan PD-L1 sobre la
superficie celular.

Los términos “negativo a PD-L1” o0 “negativo a la expresion de PD-L1”, relacionados con la expresion de PD-L1 sobre
la superficie celular, se refieren a la proporcion de las células en una muestra del tejido de prueba que comprende las
células del tumor y las células inflamatorias infiltrantes del tumor que no son positivas a PD-L1 0 que no son positivas
a la expresion de PD-L1.

Una “respuesta inmunoldgica” se refiere a la accidn de una célula del sistema inmunolégico (por ejemplo, los linfocitos
T, linfocitos B, células asesinas naturales (NK), macrofagos, eosinéfilos, mastocitos, células dendriticas y neutréfilos)
y a las macromoléculas solubles producidas por cualquiera de estas células o el higado (incluyendo los anticuerpos,
las citoquinas y los productos de complemento) que conduce a la ubicacién como un objetivo selectivo, la union, el
dafo, la destruccion y/o la eliminacidén de los patégenos, células o tejidos infectados con patdgenos, células
cancerosas u otras células anormales que invaden el cuerpo de un vertebrado o, en casos de autoinmunidad o
inflamacién patolégica, células o tejidos humanos normales.

Una “célula inflamatoria infiltrante del tumor” es cualquier tipo de célula que tipicamente participa en una respuesta
inflamatoria en un sujeto y que se infiltra en el tejido del tumor. Tales células incluyen los linfocitos infiltrantes del tumor
(TIL), macrofagos, monocitos, eosinofilos, histiocitos y células dendriticas.

El término “y/0”, en donde se usa aqui, se va a tomar como una descripcion especifica de cada una de las dos
caracteristicas o componentes especificados con o sin el otro. Por consiguiente, el término “y/0” como se usa en una
frase tal como “A y/o B” aqui esta propuesto para incluir “A 'y B”, “A 0 B”, “A” (solo), y “B” (solo). Del mismo modo, el
término “y/0” como se usa en una frase tal como “A, B, y/o C” esta propuesto para abarcar cada uno de los siguientes
aspectos: A/B,yC;A,B,oC;A0C;A0B;BoC;AyC; AyB,; By C, A (solo); B (solo); y C (solo).

Se entiende que siempre que se describen aqui los aspectos con el lenguaje “que comprende”, también se
proporcionan de otra manera los aspectos analogos descritos en los términos de “que consiste de” y/o “que consiste
esencialmente de”.

Los términos “aproximadamente” o “comprendido esencialmente de” se refieren a un valor 0 composicién que esta
dentro de un intervalo de error aceptable para el valor o composicién particular como lo determina una persona experta
en la técnica, lo cual dependera en parte de como se mide o determina el valor o la composicidon, es decir, las
limitaciones del sistema de medicion. Por ejemplo, “aproximadamente” o “comprendido esencialmente de” pueden
significar dentro de 1 0 mas de 1 de la desviacion estandar segun la practica en la técnica. De manera alternativa,
“aproximadamente” o “comprendido esencialmente de” pueden significar un intervalo de hasta 10 % o0 20 % (es decir,
+ 10 % o0 + 20 %). Por ejemplo, aproximadamente 3 mg pueden incluir cualquier numero entre 2,7 mg y 3,3 mg (para
10 %) o entre 24 mg y 3,6 mg (para 20 %). Ademas, particularmente con respecto a los sistemas 0 procesos
biologicos, los términos pueden significar hasta un orden de magnitud o hasta 5 veces un valor. Cuando se
proporcionan valores o composiciones particulares en la solicitud y las reivindicaciones, a menos que se establezca
de otra manera, se debe suponer que el significado de “aproximadamente” o “comprendido esencialmente de” va a
estar dentro de un intervalo de error aceptable para este valor o composicion particular.

Como se describe aqui, se debe entender que cualquier intervalo de concentracion, intervalo de porcentaje, intervalo
de relacion o intervalo de numeros enteros incluye el valor de cualquier nimero entero dentro del intervalo descrito y,
cuando sea apropiado, fracciones del mismo (tal como una décima y una centésima de un entero), a menos que se
indique de otra manera.

A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados aqui tienen el mismo
significado que el entendido cominmente por una persona con experiencia ordinaria en la técnica con la que esta
relacionada esta descripcidn. Por ejemplo, el Concise Dictionary of Biomedicine and Molecular Biology, Juo, Pei-Show,
2/a. ed., 2002, CRC Press; The Dictionary of Cell and Molecular Biology, 5/a. ed., 2013, Academic Press; y el Oxford
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Dictionary Of Biochemistry And Molecular Biology, 2006, Oxford University Press, proveen una persona experta con
un diccionario general de muchos de los términos usados en esta descripcion.

Las unidades, prefijos y simbolos se denotan en su forma aceptada por el Sistema Internacional de Unidades (Sl). Los
intervalos numéricos incluyen los numeros que definen el intervalo. Los titulos provistos aqui no son limitaciones de
los diversos aspectos de la descripcion, los cuales se pueden obtener haciendo referencia a la especificacion en su
conjunto. De acuerdo con esto, los términos definidos a continuacion se definen mas completamente con referencia a
la especificacion en su totalidad.

Varios aspectos de la invencion se describen con mas detalle en las siguientes subsecciones.
2. Métodos de la invencién

En un aspecto, el presente inhibidor o anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencion util en el tratamiento de un
tumor maligno positivo a LAG-3 (por ejemplo, melanoma) en un sujeto que o necesita. Una terapia de combinacion
de un inhibidor de LAG-3 (por ejemplo, un anticuerpo de anti-LAG-3) y un inhibidor de la ruta de PD-1 (por ejemplo,
un anticuerpo de anti-PD-1) conduce a mejores resultados terapéuticos (por ejemplo, una tasa de respuesta objetivo
y una tasa de control de la enfermedad) en una poblacién de pacientes con tumores malignos positivos a LAG-3 (por
ejemplo, melanoma) que en una poblacién general de pacientes que tienen una mezcla de tumores malignos negativos
a LAG-3 y tumores malignos positivos a LAG-3. Para mejorar el tratamiento de los tumores malignos, en un aspecto,
la presente invencion proporciona la identificacidn de un paciente que tiene un tumor positivo a LAG-3 y la provision
de una inmunoterapia con un inhibidor de LAG-3 (por ejemplo, un anticuerpo de anti-LAG-3) y un inhibidor de la ruta
de PD-1 (por ejemplo, un anticuerpo de anti-PD-1).

Un método para seleccionar un tumor maligno en un paciente humano para inmunoterapia, comprende: (a) determinar
el nivel de la expresion de LAG-3 en una muestra del tumor; y (b) seleccionar el tumor para inmunoterapia si el tumor
es un tumor positivo a LAG-3. Se proporciona un método para identificar un tumor maligno en un paciente humano
como elegible para inmunoterapia, que comprende: (a) determinar el nivel de expresion de LAG-3 en una muestra del
tumor; y (b) identificar el tumor como elegible para inmunoterapia si el tumor es un tumor positivo a LAG-3. Se
proporciona un método para identificar un tumor maligno en un paciente humano que probablemente responda a una
inmunoterapia, el método que comprende: (a) determinar el nivel de expresién de LAG-3 en una muestra del tumor; y
(b) identificar el tumor que probablemente responda al tratamiento si el tumor es un tumor positivo a LAG-3. En una
modalidad, la invencidén incluye un método para identificar un tumor maligno en un paciente humano que
probablemente responda a una inmunoterapia, el método que comprende: (a) determinar el nivel de expresiéon de
LAG-3 en una muestra del tumor; y (b) identificar el tumor que probablemente responda al tratamiento si el tumor es
un tumor positivo a LAG-3. Se proporciona un método para clasificar un tumor maligno en un paciente humano que
probablemente responda a una inmunoterapia, el método que comprende: (a) determinar el nivel de expresiéon de
LAG-3 en una muestra del tumor; y (b) clasificar el tumor que probablemente responda a la inmunoterapia si el tumor
es un tumor positivo a LAG-3. En algunas modalidades, la inmunoterapia comprende poner en contacto el tumor con
una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1. En algunas
modalidades, el método comprende poner en contacto el tumor con una cantidad terapéuticamente efectiva de un
inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1. En algunas modalidades, el método comprende administrar al
paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1. En algunas
modalidades, el inhibidor de LAG-3 es un anticuerpo de anti-LAG-3 y el inhibidor de la ruta de PD-1 es un anticuerpo
de anti-PD-1. En ciertas modalidades, cualquiera de los presentes métodos comprende ademas determinar la
expresion de PD-L1 en la muestra del tumor.

Un método para identificar un paciente con un tumor maligno que probablemente responda a una inmunoterapia de la
invencién, comprende: (a) determinar el nivel de expresion de LAG-3 en una muestra del tumor; y (b) identificar al
paciente que probablemente responda al tratamiento si el tumor es un tumor positivo a LAG-3. Se desvela un método
para seleccionar un paciente con un tumor maligno para inmunoterapia, el método que comprende: (a) determinar el
nivel de expresion de LAG-3 en una muestra del tumor; y (b) seleccionar al paciente para inmunoterapia si el tumor es
un tumor positivo a LAG-3. En algunas modalidades, la inmunoterapia comprende poner en contacto el tumor con una
cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1. En algunas
modalidades, el método comprende poner en contacto el tumor con una cantidad terapéuticamente efectiva de un
inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1. En algunas modalidades, el método comprende administrar al
paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1. En algunas
modalidades, el inhibidor de LAG-3 es un anticuerpo de anti-LAG-3 y el inhibidor de la ruta de PD-1 es un anticuerpo
de anti-PD-1. En ciertas modalidades, cualquiera de los presentes métodos comprende ademas determinar la
expresion de PD-L1 en la muestra del tumor.

En una modalidad, la invencion incluye un inhibidor o un anticuerpo para su uso en un método para tratar un tumor
maligno en un paciente humano como se define en las reivindicaciones y que comprende: administrar al paciente una
inmunoterapia descrita aqui; en donde se predice que el paciente respondera al tratamiento con el inhibidor de LAG-
3 y el inhibidor de la ruta de PD-1 basado en la expresion de LAG-3 o0 en la expresion de LAG-3 y de PD-L1 en una
muestra del tumor del paciente. En algunas modalidades, el inhibidor de LAG-3 es un anticuerpo de anti-LAG-3 y el
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inhibidor de la ruta de PD-1 es un anticuerpo de anti-PD-1.

El inhibidor o el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencion puede usarse en un método para tratar un tumor
maligno en un paciente humano que lo necesita, que comprende: (a) determinar el nivel de expresion de LAG-3 o el
nivel de expresién de LAG-3 y de PD-L1 en una muestra del tumor; y (b) administrar al paciente una cantidad
terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1 si el tumor es un tumor positivo
a LAG-3 o un tumor positivo a PD-L1, positivo a LAG-3. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de acuerdo con la
invencién puede usarse en un método para tratar un tumor maligno en un paciente humano que lo necesita, que
comprende: (a) identificar al paciente que tiene un tumor maligno positivo a LAG-3 o un tumor maligno positivo a PD-
L1, positivo a LAG-3; y (b) administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y
un inhibidor de la ruta de PD-1. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencion puede usarse en
incluye un método para tratar un tumor maligno en un paciente humano que lo necesita, que comprende administrar
al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1, en
donde se identifica al paciente que tiene un tumor maligno positivo a LAG-3 0 un tumor maligno positivo a PD-L1,
positivo a LAG-3 antes de la administracion. En algunas modalidades, el tumor positivo a LAG-3 es un tumor negativo
a PD-L1, positivo a LAG-3. En algunas modalidades, el tumor maligno positivo a LAG-3 es un tumor maligno negativo
a PD-L1, positivo a LAG-3. En algunas modalidades, el inhibidor de LAG-3 es un anticuerpo anti-LAG-3 y el inhibidor
de la ruta de PD-1 es un anticuerpo anti-PD-L1- En algunas modalidades, el inhibidor de LAG-3 es un anticuerpo de
anti-LAG-3 y el inhibidor de la ruta de PD-1 es un anticuerpo anti-PD-1.

El inhibidor o el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencion puede usarse en un método para tratar un tumor
maligno en un paciente humano que lo necesita, que comprende administrar al paciente una inmunoterapia descrita
aqui, en donde se identifica al paciente que tiene un tumor maligno positivo a LAG-3 o un tumor maligno positivo a
PD-L1, positivo a LAG-3 antes de la administracion. En algunas modalidades, el tumor maligno positivo a LAG-3 es
un tumor maligno negativo a PD-L1, positivo a LAG-3. En algunas modalidades, la inmunoterapia comprende
administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1. En
algunas modalidades, el inhibidor de LAG-3 es un anticuerpo de anti-LAG-3 y el inhibidor de la ruta de PD-1 es un
anticuerpo de anti-PD-L1. En algunas modalidades, el inhibidor de LAG-3 es un anticuerpo de anti-LAG-3 y el inhibidor
de la ruta de PD-1 es un anticuerpo de anti-PD-1.

El inhibidor o el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencion puede usarse ademas en un método para extender
un periodo de supervivencia libre de progresion durante mas de 12 meses en un paciente humano afectado por un
tumor maligno que comprende administrar al paciente una inmunoterapia descrita aqui, en donde se identifica al
paciente que tiene un tumor maligno positivo a LAG-3 o un tumor maligno positivo a PD-L1, positivo a LAG-3 antes de
la administracion y en donde el paciente demuestra una supervivencia libre de progresion durante mas de 12 meses.
En algunas modalidades, el tumor maligno positivo a LAG-3 es un tumor maligno negativo a PD-L1, positivo a LAG-3.
En algunas modalidades, la supervivencia libre de progresién del paciente se puede extender, después de la
administracion, durante aproximadamente 13 meses, aproximadamente 14 meses, aproximadamente 15 meses,
aproximadamente 16 meses, aproximadamente 17 meses, aproximadamente 18 meses, aproximadamente 2 afios,
aproximadamente 3 afios, aproximadamente 4 afos, aproximadamente 5 afios, aproximadamente 6 afos,
aproximadamente 7 afios, aproximadamente 8 afios, aproximadamente 9 afios, o aproximadamente 10 afios. En
algunas modalidades, la inmunoterapia comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor
de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1. En algunas modalidades, el inhibidor de LAG-3 es un anticuerpo de anti-
LAG-3 y el inhibidor de la ruta de PD-1 es un anticuerpo de anti-PD-1. En algunas modalidades, el inhibidor de LAG-
3 es un anticuerpo de anti-LAG-3 y el inhibidor de la ruta de PD-1 es un anticuerpo de anti-PD-L1.

El inhibidor o el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencion puede usarse ademas en un método para reducir
el tamafio de un tumor al menos en 10 % en un paciente humano afectado por un tumor maligno que comprende
administrar al paciente una inmunoterapia descrita aqui, en donde se identifica al paciente que tiene un tumor maligno
positivo a LAG-3 (por ejemplo, melanoma) o un tumor maligno positivo a PD-L1, positivo a LAG-3 antes de la
administracion y en donde la administracién reduce el tamafo del tumor al menos aproximadamente 10 %,
aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente
60 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente 90 %, o 100 % comparado con el tamafio
del tumor antes de la administracion. En algunas modalidades, el método comprende identificar al paciente que tiene
un tumor maligno positivo a LAG-3 o un tumor maligno positivo a PD-L1, positivo a LAG-3 antes de la administracion.
En algunas modalidades, el tumor maligno positivo a LAG-3 es un tumor maligno negativo a PD-L1, positivo a LAG-3.
En algunas modalidades, la inmunoterapia comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un
inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1. En algunas modalidades, el inhibidor de LAG-3 es un anticuerpo
de anti-LAG-3 y el inhibidor de la ruta de PD-1 es un anticuerpo de anti-PD-1. En algunas modalidades, el inhibidor de
LAG-3 es un anticuerpo de anti-LAG-3 y el inhibidor de |a ruta de PD-1 es un anticuerpo de anti-PD-L1.

El inhibidor o el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencién puede usarse ademas en un método para prevenir
una recaida y/o inducir una remisiéon en un paciente que comprende administrar al paciente una inmunoterapia descrita
aqui, en donde se identifica al paciente que tiene un tumor maligno positivo a LAG-3 (por ejemplo, melanoma) o un
tumor maligno positivo a PD-L1, positivo a LAG-3 antes de la administracion. En algunas modalidades, el método de
la invencién comprende (i) identificar un paciente que tiene un tumor maligno positivo a LAG-3 o un tumor maligno

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2965352 T3

positivo a PD-L1, positivo a LAG-3; (i) administrar al paciente una inmunoterapia descrita aqui. En algunas
modalidades, la inmunoterapia comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-
3 y un inhibidor de la ruta de PD-1. En algunas modalidades, el tumor maligno positivo a LAG-3 es un tumor maligno
negativo a PD-L1, positivo a LAG-3. En algunas modalidades, el inhibidor de LAG-3 es un anticuerpo de anti-LAG-3 y
el inhibidor de la ruta de PD-1 es un anticuerpo de anti-PD-1. En algunas modalidades, el inhibidor de LAG-3 es un
anticuerpo de anti-LAG-3 y el inhibidor de la ruta de PD-1 es un anticuerpo de anti-PD-L1.

El inhibidor o el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencidn puede usarse ademas en un método para
aumentar una tasa de respuesta objetivo que va a ser mayor que 55 % en una poblacion de pacientes, en donde cada
paciente de la poblacion de pacientes estd afectado por un tumor maligno, en un tratamiento contra el cancer que
comprende administrar al paciente una inmunoterapia descrita aqui, en donde se identifica cada paciente que tiene
un tumor maligno positivo a LAG-3 (por ejemplo, melanoma) o un tumor maligno positivo a PD-L1, positivo a LAG-3
antes de la administracién y en donde la tasa de respuesta objetiva es mayor que 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 0 75 %.
En algunas modalidades, el método comprende identificar al paciente que tiene un tumor maligno positivo a LAG-3 o
un tumor maligno positivo a PD-L1, positivo a LAG-3 antes de la administracion. En algunas modalidades, el tumor
maligno positivo a LAG-3 es un tumor maligno negativo a PD-L1, positivo a LAG-3. En algunas modalidades, la
inmunoterapia comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor
de la ruta de PD-1. En algunas modalidades, la inmunoterapia comprende administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un anticuerpo de anti-PD-1. En algunas modalidades, la inmunoterapia comprende
administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un anticuerpo de anti-PD-L1. En
algunas modalidades, el inhibidor de LAG-3 es un anticuerpo de anti-LAG-3 y el inhibidor de la ruta de PD-1 es un
anticuerpo de anti-PD-1. En algunas modalidades, el inhibidor de LAG-3 es un anticuerpo de anti-LAG-3 y el inhibidor
de la ruta de PD-1 es un anticuerpo de anti-PD-L1.

El inhibidor o el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencidn puede usarse ademas en un método para
aumentar una tasa de control de la enfermedad que va a ser mayor que 55 % en una poblacion de pacientes, en donde
cada paciente de la poblacidén de pacientes esta afectado por un tumor maligno, en un tratamiento contra el cancer
que comprende administrar al paciente una inmunoterapia descrita aqui, en donde se identifica cada paciente que
tiene un tumor maligno positivo a LAG-3 (por ejemplo, melanoma) o un tumor maligno positivo a PD-L1, positivo a
LAG-3 antes de la administracién y en donde la tasa de control de la enfermedad es mayor que 55 %, 60 %, 65 %,
70 %, 0 75 %. En algunas modalidades, el método comprende identificar al paciente que tiene un tumor maligno
positivo a LAG-3 o un tumor maligno positivo a PD-L1, positivo a LAG-3 antes de la administracién. En algunas
modalidades, el tumor maligno positivo a LAG-3 es un tumor maligno negativo a PD-L1, positivo a LAG-3. En algunas
modalidades, la inmunoterapia comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-
3 y un inhibidor de la ruta de PD-1. En algunas modalidades, el inhibidor de LAG-3 es un anticuerpo de anti-LAG-3 y
el inhibidor de la ruta de PD-1 es un anticuerpo de anti-PD-1. En algunas modalidades, el inhibidor de LAG-3 es un
anticuerpo de anti-LAG-3 y el inhibidor de la ruta de PD-1 es un anticuerpo de anti-PD-L1.

En otras modalidades, cada paciente en los métodos experimenta (i) una supervivencia libre de progresion extendida
durante mas de 12 meses, (i) una reduccion del tamafio del tumor de al menos aproximadamente 10 %,
aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, o aproximadamente 50 % comparado con
el tamafo del tumor antes de la administracién, o (iii) ambas. En algunas modalidades, la poblacion de pacientes
puede ser de al menos 100 pacientes que tienen un tumor maligno positivo a LAG-3 (por ejemplo, melanoma) o un
tumor maligno positivo a PD-L1, positivo a LAG-3. En algunas modalidades, la poblacion de pacientes puede ser de
al menos 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, o 1000 pacientes que tienen un tumor maligno positivo a LAG-3 o
un tumor maligno positivo a PD-L1, positivo a LAG-3. En algunas modalidades, el tumor maligno positivo a LAG-3 es
un tumor maligno negativo a PD-L1, positivo a LAG-3.

Un método para seleccionar un paciente humano adecuado para una terapia de combinacién comprende: (a) identificar
un paciente que tiene un tumor maligno positivo a LAG-3 o un tumor maligno positivo a PD-L1, positivo a LAG-3; y (b)
instruir un proveedor de atencion médica para que administre al paciente una inmunoterapia descrita aqui. En algunas
modalidades, el tumor maligno positivo a LAG-3 es un tumor maligno negativo a PD-L1, positivo a LAG-3. El método
puede comprender ademas administrar una inmunoterapia descrita aqui. En algunas modalidades, la inmunoterapia
comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de
PD-1. En algunas modalidades, el inhibidor de LAG-3 es un anticuerpo de anti-LAG-3 y el inhibidor de la ruta de PD-
1 es un anticuerpo de anti-PD-1. En algunas modalidades, el inhibidor de LAG-3 es un anticuerpo de anti-LAG-3 y el
inhibidor de la ruta de PD-1 es un anticuerpo de anti-PD-L1. En algunas modalidades, la administracién es para tratar
el tumor maligno.

El inhibidor o el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invenciéon. Cuando se administran como una inmunoterapia
descrita aqui, pueden tratar el tumor maligno, reducir el tamafio del tumor, prevenir el crecimiento del tumor, eliminar
el tumor del paciente, prevenir una recaida de un tumor, inducir una remisién en un paciente, o cualquier combinacién
de los mismos. En ciertas modalidades, la administracién de una inmunoterapia descrita aqui induce una respuesta
completa. En otras modalidades, la administracién de la inmunoterapia descrita aqui induce una respuesta parcial. En
algunas modalidades, la inmunoterapia comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor
de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1. En algunas modalidades, el inhibidor de LAG-3 es un anticuerpo de anti-
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LAG-3 y el inhibidor de la ruta de PD-1 es un anticuerpo de anti-PD-1. En algunas modalidades, el inhibidor de LAG-
3 es un anticuerpo de anti-LAG-3 y el inhibidor de la ruta de PD-1 es un anticuerpo de anti-PD-L1.

En algunas modalidades, el tumor positivo a LAG-3 comprende al menos aproximadamente 1%, al menos
aproximadamente 2 %, al menos aproximadamente 3 %, al menos aproximadamente 4 %, al menos aproximadamente
5 %, al menos aproximadamente 7 %, al menos aproximadamente 10 %, al menos aproximadamente 15 %, al menos
aproximadamente 20 %, al menos aproximadamente 25 %, al menos aproximadamente 30 %, al menos
aproximadamente 40 %, al menos aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 60 %, al menos
aproximadamente 70 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos aproximadamente 90 %, o 100 % de las células
que expresan LAG-3, en donde las células que expresan LAG-3 comprenden los linfocitos infiltrantes del tumor.

En algunas modalidades, la identificacién comprende determinar la expresion de LAG-3 en un tumor maligno.

En algunas modalidades, la expresion de LAG-3 se determina por la recepcion de los resultados de un ensayo capaz
de determinar la expresion de LAG-3.

En ciertas modalidades, cualquiera de los presentes métodos comprende ademas determinar la expresion de PD-L1
en la muestra del tumor.

En ciertas modalidades, cualquiera de los presentes métodos comprende ademas identificar al paciente que tiene un
tumor maligno positivo a PD-L1 antes de la administracion. En ciertas modalidades, cualquiera de los presentes
métodos comprende ademas identificar al paciente que tiene un tumor maligno negativo a PD-L1 antes de la
administracion.

En ciertas modalidades, cualquiera de los presentes métodos comprende ademas determinar la expresion de PD-L1
en el tumor maligno.

En ciertas modalidades de cualquiera de los presentes métodos, se identifica al paciente que tiene un tumor maligno
positivo a PD-L1 antes de la administracion. En ciertas modalidades de cualquiera de los presentes métodos, se
identifica al paciente que tiene un tumor maligno negativo a PD-L1 antes de la administracion.

El método para determinar la expresion de PD-L1 en una muestra del tumor, los métodos para identificar al paciente
que tiene un tumor maligno positivo a PD-L1, y los métodos para determinar la expresion de PD-L1 en un tumor
maligno han sido descritos en PCT/US2016/029878.

En ciertas modalidades, los métodos descritos aqui incluyen métodos para tratar un paciente humano con melanoma
no resecable 0 metastasico que lo necesita con una combinacion de un inhibidor de la ruta de PD-1 y un inhibidor de
LAG-3, en donde el paciente fue tratado previamente con un inhibidor de anti-PD-1 y/o un inhibidor de anti-PD-L1. En
ciertas modalidades, el inhibidor de la ruta de PD-1 es un anticuerpo de anti-PD-1. En las modalidades particulares, el
anticuerpo de anti-PD-1 es el nivolumab. El inhibidor de LAG-3 es un anticuerpo de anti-LAG-3. En ciertas
modalidades, el anticuerpo de LAG-3 es BMS-986016. En las modalidades, el melanoma es un tumor que expresa
LAG-3. En las modalidades particulares, el melanoma es un tumor de expresioén de LAG-3, con una expresion de LAG-
3>1%.

Medicion de la expresiéon de LAG-3

En ciertas modalidades, la identificacién de un paciente adecuado para una terapia de combinacion de un inhibidor de
LAG-3/inhibidor de la ruta de PD-1 para su uso en los presentes métodos incluye medir o evaluar una expresion de
LAG-3 en una muestra, por ejemplo, una muestra del tejido de prueba de un tumor maligno que comprende las células
del tumor y las células inflamatorias infiltrantes del tumor. Las frases “tumores que expresan LAG-3", “tumor que
expresa LAG-3”, “tumor positivo a LAG-3”, y “tumor positivo a la expresion de LAG-3" se usan intercambiablemente
aqui y abarcan los tumores que comprenden los linfocitos infiltrantes del tumor que expresa LAG-3. El significado de
las frases es provisto aqui en otra parte. Los métodos para medir o evaluar la expresién de LAG-3 se pueden lograr
por medio de cualquier método aplicable.

Para evaluar la expresion de LAG-3, en una modalidad, se obtiene una muestra del tejido de prueba del paciente que
necesita la terapia. En algunas modalidades, una muestra del tejido de prueba incluye, pero no esta limitada a,
cualquier muestra del tejido clinicamente relevante, tal como una biopsia del tumor, una muestra del tejido de la biopsia
del nucleo, un aspirado con aguja fina, 0 una muestra de fluido corporal, tal como la sangre, plasma, suero, linfa,
liquido ascitico, liquido quistico, u orina. En algunas modalidades, la muestra del tejido de prueba es de un tumor
primario. En algunas modalidades, la muestra del tejido de prueba es de una metastasis. En algunas modalidades, se
toman muestras del tejido de prueba de un sujeto en multiples puntos del tiempo, por ejemplo, antes del tratamiento,
durante el tratamiento, y/o después del tratamiento. En algunas modalidades, se toman muestras del tejido de prueba
de diferentes ubicaciones en el sujeto, por ejemplo, una muestra de un tumor primario y una muestra de una metastasis
en una ubicacion distante.
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En algunas modalidades, la muestra del tejido de prueba es una muestra del tejido fijada, intercalada en parafina. En
algunas modalidades, la muestra del tejido de prueba es una muestra del tejido intercalada en parafina fijada en
formalina (FFPE, por sus siglas en inglés). En algunas modalidades, la muestra del tejido de prueba es una muestra
del tejido fresca (por ejemplo, un tumor). En algunas modalidades, la muestra del tejido de prueba es una muestra del
tejido congelada. En algunas modalidades, la muestra del tejido de prueba es una muestra del tejido fresca congelada
(FF, por sus siglas en inglés) (por ejemplo, un tumor). En algunas modalidades, la muestra del tejido de prueba es una
célula aislada de un fluido. En algunas modalidades, la muestra del tejido de prueba comprende las células circulantes
del tumor (CTC, por sus siglas en inglés). En algunas modalidades, la muestra del tejido de prueba comprende los
linfocitos infiltrantes del tumor (TIL, por sus siglas en inglés). En algunas modalidades, la muestra del tejido de prueba
comprende las células del tumor y los linfocitos infiltrantes del tumor (TIL, por sus siglas en inglés). En algunas
modalidades, la muestra del tejido de prueba comprende linfocitos circulantes. En algunas modalidades, la muestra
del tejido de prueba es una muestra del tejido de archivo. En algunas modalidades, la muestra del tejido de prueba es
una muestra del tejido de archivo con un diagnostico, tratamiento y/o historial de resultados conocidos. En algunas
modalidades, la muestra es un bloque de tejido. En algunas modalidades, la muestra del tejido de prueba son células
dispersadas. En algunas modalidades, el tamafio de la muestra es de aproximadamente 1 célula a aproximadamente
1 x 10° células o mas. En algunas modalidades, el tamafio de la muestra es de aproximadamente 1 célula a
aproximadamente 1 x 10° células. En algunas modalidades, el tamafio de la muestra es de aproximadamente 1 célula
a aproximadamente 10,000 células. En algunas modalidades, el tamafio de la muestra es de aproximadamente 1
célula a aproximadamente 1,000 células. En algunas modalidades, el tamafo de la muestra es de aproximadamente
1 célula a aproximadamente 100 células. En algunas modalidades, el tamafio de la muestra es de aproximadamente
1 célula a aproximadamente 10 células. En algunas modalidades, el tamafio de la muestra es de una sola célula.

En otra modalidad, la evaluacién de la expresién de LAG-3 se puede lograr sin obtener una muestra del tejido de
prueba. En algunas modalidades, la seleccidon de un paciente adecuado incluye (i) proporcionar opcionalmente una
muestra del tejido de prueba obtenida de un paciente con cancer del tejido, la muestra del tejido de prueba que
comprende las células del tumor y/o las células inflamatorias infiltrantes del tumor; y (ii) evaluar la proporcion de las
células en la muestra del tejido de prueba que expresa LAG-3 sobre la superficie de las células basado en una
evaluacion de que la proporcion de las células en la muestra del tejido de prueba que expresa LAG-3 sobre la superficie
celular es mayor que un nivel de umbral predeterminado.

Sin embargo, en cualquiera de los métodos que comprenden la medicion de la expresion de LAG-3 en una muestra
del tejido de prueba, se debe entender que la etapa que comprende la provision de una muestra del tejido de prueba
obtenida de un paciente es una etapa opcional. Es decir, en ciertas modalidades, el método incluye esta etapa, y en
otras modalidades, esta etapa no esta incluida en el método. También se debe entender que, en ciertas modalidades,
la etapa de “medicidn” o “evaluacion” para identificar, o determinar el nimero o la proporcion de las células en la
muestra del tejido de prueba que expresa LAG-3 se lleva a cabo por medio de un método de transformacion de la
evaluacion para la expresion de LAG-3, por ejemplo llevando a cabo un ensayo de reaccion en cadena de la
transcriptasa-polimerasa inversa (RT-PCR) o un ensayo de IHC. En ciertas otras modalidades, no se involucra ninguna
etapa de transformacion y se evalua la expresién de LAG-3 revisando, por ejemplo, un informe de resultados de las
pruebas de un laboratorio. En algunas modalidades, la expresion de LAG-3 se evalla revisando |os resultados de un
ensayo de inmunohistoquimica de un laboratorio. En ciertas modalidades, las etapas de los métodos hasta, y que
incluyen, la evaluacion de la expresion de LAG-3, proporcionan un resultado intermedio que puede ser provisto a un
médico u otro proveedor de atencidon médica para su uso en la seleccion de un candidato adecuado para la terapia de
combinacién de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1. En ciertas modalidades, las etapas de los
métodos hasta, y que incluyen, la evaluacién de la expresion de LAG-3 proporcionan un resultado intermedio que
puede ser provisto a un médico u otro proveedor de atencién médica para su uso en la seleccidon de un candidato
adecuado para la terapia con un inhibidor de la ruta de PD-1 (por ejemplo, un anticuerpo de anti-PD-1). En ciertas
modalidades, las etapas de los métodos hasta, y que incluyen, la evaluacién de la expresidén de LAG-3, proporcionan
un resultado intermedio que puede ser provisto a un médico u otro proveedor de atencidon médica para su uso en la
seleccién de un candidato adecuado para la terapia con un anticuerpo de anti-CTLA-4. En ciertas modalidades, las
etapas que proporcionan el resultado intermedio son llevadas a cabo por un especialista médico o alguien que actua
bajo la direccion de un especialista médico. En otras modalidades, estas etapas son llevadas a cabo por un laboratorio
independiente o por una persona independiente tal como un técnico de laboratorio.

En ciertas modalidades de cualquiera de los métodos presentes, la proporcion de las células que expresan LAG-3 se
evalua llevando a cabo un ensayo para detectar la presencia del ARN de LAG-3. En las modalidades adicionales, la
presencia del ARN de LAG-3 se detecta por medio de RT-PCR, hibridacion in situ o proteccién de RNasa. En algunas
modalidades, la presencia del ARN de LAG-3 se detecta por medio de un ensayo basado en RT-PCR. En algunas
modalidades, la evaluacion del ensayo basado en RT-PCR comprende evaluar el nivel de expresion de ARN de LAG-
3 en la muestra del tejido de prueba en relacidon con un nivel predeterminado.

En otras modalidades, la proporcion de las células que expresan LAG-3 se evalla llevando a cabo un ensayo para
detectar la presencia del polipéptido de LAG-3. En las modalidades adicionales, la presencia del polipéptido de LAG-
3 se detecta por medio de IHC, ensayo de inmunosorcidén enlazada a la enzima (ELISA), formacion de imagenes in
vivo, o citometria de flujo. En algunas modalidades, la expresion de LAG-3 es ensayada por IHC. En otras modalidades
de todos estos métodos, la expresion sobre la superficie celular de LAG-3 se ensaya usando, por ejemplo, IHC o
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formacion de imagenes in vivo.

En las modalidades, el biomarcador medido es LAG-3, CD4, CD8, FOXP3, CD163 CD68, y cualquier combinacion de
los mismos. En las modalidades, el biomarcador se mide usando cualquier método de deteccion descrito aqui. En
otras modalidades, la proporcién de las células que expresan LAG-3 en la muestra del tejido de prueba se evalua por
medio de la citometria de flujo. En algunas modalidades, la muestra del tejido de prueba ensayada por medio de la
citometria de flujo comprende las células inmunoldgicas infiltrantes del tumor. En algunas modalidades, el tumor
maligno es una neoplasia maligna hematoldgica y la muestra del tejido ensayada por medio de la citometria de flujo
comprende las células de la sangre periférica. En algunas modalidades, la citometria de flujo es un ensayo multiplex.
En algunas modalidades, la evaluacion de la citometria de flujo comprende detectar la expresion de los marcadores
que comprenden LAG-3, CD4, CD8, FOXP3, y cualquier combinacion de los mismos. En algunas modalidades, LAG-
3, CD4, CD8, y FOXP3 se detectan como marcadores unicos. En algunas modalidades, la evaluacion de la citometria
de flujo comprende evaluar la proporcion de las células T en la muestra del tejido de prueba que expresa LAG-3. En
algunas modalidades, la evaluacién de la citometria de flujo comprende evaluar la proporcién de las células T CD8+
en la muestra del tejido de prueba que expresa LAG-3. En algunas modalidades, la evaluacion de la citometria de flujo
comprende evaluar la proporcidon de las células T CD4+ en la muestra del tejido de prueba que expresa LAG-3. En
algunas modalidades, la evaluacion de la citometria de flujo comprende evaluar la proporcidn de las células T FOXP3+
en la muestra del tejido de prueba que expresa LAG-3. En algunas modalidades, la evaluacion de la citometria de flujo
comprende detectar la expresion de los marcadores que comprenden CD163 y/o CD68. En algunas modalidades, la
evaluacion de la citometria de flujo comprende evaluar la proporcidn de las células en la muestra del tejido de prueba
que expresa CD163 y/o CD68.

En ciertas modalidades de cualquiera de los presentes métodos, la proporcion de las células que expresan LAG-3 en
la muestra del tejido de prueba se evalla llevando a cabo un ensayo para detectar la presencia del polipéptido de
LAG-3. En algunas modalidades, la presencia del polipéptido de LAG-3 se detecta por medio de un ensayo de
inmunohistoquimica. En algunas modalidades, la muestra del tejido de prueba es una biopsia del tumor. En algunas
modalidades, la muestra del tejido de prueba es una muestra intercalada en parafina fijada en formalina (FFPE).

En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica es un ensayo monoplex. En algunas modalidades, el
ensayo de inmunohistoquimica es un ensayo multiplex. En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica
multiplex es capaz de detectar la presencia de CD4, CD8, FOXP3, CD163, CD68, o cualquier combinacién de los
mismos.

En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica comprende poner en contacto la muestra del tumor con el
anticuerpo monoclonal de IgG1 de LAG-3 anti-humano de raton 17B4. En algunas modalidades, el ensayo de
inmunohistoquimica comprende poner en contacto la muestra del tumor con un anticuerpo de anti-LAG-3 que
comprende regiones variables de cadena ligera y pesada que comprenden las secuencias establecidas en las SEC
ID NO:3 y 5, respectivamente. En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica comprende poner en
contacto la muestra del tumor con el anticuerpo monoclonal de IgG de LAG-3 anti-humano de conejo SP346. En
algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica comprende poner en contacto la muestra del tumor con el
anticuerpo monoclonal de LAG-3 anti-humano 11E3 (Novusbio), 874501 (Novusbio), o EPR4392(2) (Abcam).

La melanina, por ejemplo, en las muestras del tumor de melanoma, puede interferir con el analisis histolégico al
oscurecer las caracteristicas histologicas y al interferir con y/o enmascarar la tinciéon durante la inmunohistoquimica
(IHC). La melanina se puede eliminar blanqueando las muestras. Véase, por ejemplo, Shen y Wu, Appl
Immunohistochem Mol Morphol, 23(4): 303-307 (2015); Orchard & Calonje, Am J Dermatopathol, 20(4): 357-61 (1998).
En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica comprende blanquear la melanina antes de poner en
contacto la muestra con un anticuerpo de anti-LAG-3. Véase, por ejemplo, las figuras 15A-15B. En algunas
modalidades, el blanqueo de la melanina comprende poner en contacto la muestra con peroxido de hidrégeno diluido
(de 0,1 a 30 % v/v), acido tricloroisocianurico (TCCA), permanganato de potasio/acido oxalico, u otros métodos de
oxidacion tradicionales para el despigmentado (es decir, la eliminacion de la melanina) de las muestras de tejido.

En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica usa un cromdgeno negro o marréon. En algunas
modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica usa un cromogeno rojo. En algunas modalidades, el ensayo de
inmunohistoquimica usa un cromogeno azul. En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica usa un
cromdgeno verde. En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica usa un cromégeno purpura. En algunas
modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica usa un cromogeno amarillo.

En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica se evalla a una baja amplificacion. En algunas
modalidades, la baja amplificacion es de aproximadamente 20X. En algunas modalidades, el ensayo de
inmunohistoquimica se evalla a una alta amplificacién. En algunas modalidades, la alta amplificacién es de
aproximadamente 40X.

En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica se evalia por medio de un software de analisis de

imagenes. En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica se evalua por medio de la evaluacion
inmunoldgica visual del patélogo. En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica se evalua manualmente.

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2965352 T3

En algunas modalidades, la evaluacion del ensayo de inmunohistoquimica comprende evaluar la proporcion de las
células en la muestra del tejido de prueba que expresan LAG-3. En algunas modalidades, la evaluacion del ensayo de
inmunohistoquimica comprende evaluar la proporcion de las células inmunoldgicas en la muestra del tejido de prueba
que expresa LAG-3. En algunas modalidades, la evaluacion del ensayo de inmunohistoquimica comprende evaluar la
proporcion de las células T en la muestra del tejido de prueba que expresa LAG-3. En algunas modalidades, la
evaluacion del ensayo de inmunohistoquimica comprende evaluar la proporcidn de las células T CD8+ en la muestra
del tejido de prueba que expresa LAG-3. En algunas modalidades, la evaluacion del ensayo de inmunohistoquimica
comprende evaluar la proporcidon de las células T CD4+ en la muestra del tejido de prueba que expresa LAG-3. En
algunas modalidades, la evaluacion del ensayo de inmunohistoquimica comprende evaluar la proporcion de las células
T FOXP3+ en la muestra del tejido de prueba que expresa LAG-3.

La localizacién del polipéptido de LAG-3 incluye la localizacion de la membrana/citoplasmica parcial, la localizacion
semejante a puntos, la localizacidn perinuclear, y de la membrana/citoplasmica completa. En algunas modalidades,
se evaluan las células con la localizacidon de LAG-3 de la membrana/citoplasmica parcial. En algunas modalidades, se
evaluan las células con la localizacion de LAG-3 semejante a puntos. En algunas modalidades, se evaltan las células
con la localizacion de LAG-3 de la membrana/citoplasmica completa. En algunas modalidades, se evaltan las células
con la localizacién perinuclear de LAG-3. En algunas modalidades, se evaltan las células con cualquier patron de
localizacion de LAG-3.

En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica es un ensayo multiplex que comprende ademas detectar
la expresion de MHC clase |l por medio de las células del tumor. En algunas modalidades, la evaluacion del ensayo
de inmunohistoquimica comprende evaluar la proporcion de las células en la muestra del tejido de prueba que expresa
MHC clase Il. En algunas modalidades, la evaluacidon del ensayo de inmunohistoquimica comprende evaluar la
proporcion de las células no inmunolégicas en la muestra del tejido de prueba que expresa MHC clase II. En algunas
modalidades, la distribucidn de las células que expresan MHC Il es heterogénea en la muestra del tumor. En algunas
modalidades, la evaluacion del ensayo de inmunohistoquimica comprende evaluar la proporcion de las células que
expresan MHC clase Il en las regiones de la muestra del tumor que comprende una alta densidad de células que
expresan MHC clase Il

En algunas modalidades, el ensayo de inmunohistoquimica es un ensayo multiplex que comprende ademas detectar
la expresion de CD163 y/o CD68 por medio de los linfocitos infiltrantes del tumor (TIL). En algunas modalidades, la
evaluacion del ensayo de inmunohistoquimica comprende evaluar la proporcion de los TIL en la muestra del tejido de
prueba que expresa CD163 y/o CD68.

Las técnicas de formacién de imagenes han provisto herramientas importantes en la investigacion y el tratamiento del
cancer. Los desarrollos recientes en los sistemas de formacion de imagenes moleculares, que incluyen la tomografia
por emision de positrones (PET), tomografia computarizada por emision de un solo foton (SPECT), formacion de
imagenes de reflectancia por fluorescencia (FRI), tomografia mediada por fluorescencia (FMT), formacidn de imagenes
bioluminiscentes (BLI), microscopia confocal de escaneo con rayos laser (LSCM) y microscopia de multifoton (MIPM),
probablemente anunciardn un uso incluso mayor de estas técnicas en la investigaciéon del cancer. Algunos de estos
sistemas de formacion de imagenes moleculares permiten a los médicos no solo observar en donde se encuentra un
tumor en el cuerpo, sino también visualizar la expresién y la actividad de las moléculas, células y procesos bioldgicos
especificos que influyen en el comportamiento del tumor y/o en la reactividad de los medicamentos terapéuticos
(Condeelis y Weissleder, Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 2(12):a003848 (2010)). La especificidad de los anticuerpos,
junto con la sensibilidad y la resolucién de PET, hace que la formacion de imagenes de inmunoPET sea
particularmente atractiva para verificar y ensayar la expresion de los antigenos en las muestras del tejido (McCabe y
Wu, Cancer Biother. Radiopharm. 25(3):253-61 (2010); Olafsen et al., Protein Eng. Des. Sel. 23(4):243-9 (2010)). En
ciertas modalidades de cualquiera de los métodos presentes, la expresion de LAG-3 se ensaya por medio de la
formacion de imagenes de inmunoPET. En ciertas modalidades, la inmunoPET se lleva a cabo usando un anticuerpo
de anti-LAG-3 radioetiquetado con zirconio 89. En ciertas modalidades de cualquiera de los presentes métodos, la
proporcion de las células en una muestra del tejido de prueba que expresa LAG-3 se evalua llevando a cabo un ensayo
para determinar la presencia del polipéptido de LAG-3 sobre la superficie de las células en la muestra del tejido de
prueba. En ciertas modalidades, la muestra del tejido de prueba es una muestra del tejido de FFPE. En otras
modalidades, la presencia del polipéptido de LAG-3 se determina por medio del ensayo de IHC. En las modalidades
adicionales, el ensayo de IHC se lleva a cabo usando un proceso automatizado. En algunas modalidades, el ensayo
de IHC se lleva a cabo usando un mAb de anti-LAG-3 para unirse al polipéptido de LAG-3.

Ensayo de la expresion de LAG-3 por medio de IHC automatizada

En una modalidad de los presentes métodos, se usa un método de IHC automatizado para ensayar la expresion de
LAG-3 en las muestras del tejido de FFPE. Esta descripcion proporciona métodos para detectar la presencia de un
antigeno de LAG-3 humano en una muestra del tejido de prueba, o para cuantificar el nivel del antigeno de LAG-3
humano o la proporcion de las células en la muestra que expresa el antigeno, tales métodos comprenden poner en
contacto la muestra de prueba, y una muestra de control negativo, con un mAb que se une especificamente al LAG-3
humano, bajo condiciones que permiten la formacién de un complejo entre el anticuerpo o parte del mismo y el LAG-
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3 humano. En ciertas modalidades, las muestras del tejido de prueba y de control son muestras de FFPE. Luego se
detecta la formacién de un complejo, en donde una diferencia en la formacién del complejo entre la muestra de prueba
y la muestra de control negativo es indicativa de la presencia de un antigeno de LAG-3 humano en la muestra. Se
usan varios métodos para cuantificar la expresion de LAG-3.

En una modalidad particular, el método de IHC automatizado comprende: (a) desparafinar y rehidratar las secciones
del tejido montadas en un aparato de tincién automatico; (b) recuperar el antigeno en un aparato de tinciéon automatico;
(c) preparar los reactivos sobre un aparato de tincion automatico; y (d) poner a funcionar el aparato de tincién
automatico para incluir las etapas de neutralizaciéon de la peroxidasa endogena en la muestra del tejido; bloquear los
sitios de unién a la proteina no especificos sobre los portaobjetos; incubar los portaobjetos con el Ab primario; incubar
con un agente de bloqueo post-primario; incubar con un agente de deteccidén de anticuerpos post-primario, tal como
otro anticuerpo que puede 0 no ser conjugado con una enzima de deteccidn; incubar con un reactivo de deteccion de
la enzima polimérica; agregar un sustrato de cromdgeno y hacer el revelado; y contratefiir con hematoxilina. En algunas
modalidades, el antigeno de recuperacion comprende el uso de cualquier dispositivo de recuperacion del antigeno
basado en calor.

En algunas modalidades, para evaluar la expresion de LAG-3 en las muestras del tejido deltumor, un patélogo examina
el numero de células del tumor de LAG-3+ en cada campo bajo un microscopio y estima mentalmente el porcentaje
de las células que son positivas, luego los promedia para llegar al porcentaje final. Las diferentes intensidades de
tincién se definen como 0/negativo, 1+/débil, 2+/moderado, y 3+/fuerte. Tipicamente, los valores porcentuales se
asignan primero a las celdas 0 y 3+, y luego se consideran las intensidades 1+ y 2+ intermedias. Para tejidos altamente
heterogéneos, la muestra se divide en zonas, y cada zona se evalua por separado y luego se combinan en un solo
conjunto de valores porcentuales. Los porcentajes de las células negativas y positivas para las diferentes intensidades
de tincién se determinan a partir de cada area y se proporciona un valor promedio a cada zona. Se proporciona un
valor porcentual final al tejido para cada categoria de intensidad de tincion: negativo, 1+, 2+, y 3+. La suma de todas
las intensidades de tincidn va a ser del 100 %.

En algunas modalidades, la tincion también se evalua en las células inflamatorias infiltrantes del tumor tales como los
macroéfagos y los linfocitos. Los macrofagos y los linfocitos se evaltian para la tincion de LAG-3 y solamente se registran
para todas las muestras que son positivas o negativas para cada categoria de células. La tincion también se caracteriza
de acuerdo una designacion de las células inmunoldgicas del tumor externas/internas. “Interna” significa que la célula
inmunolégica esta dentro del tejido del tumor y/o sobre los limites de la regidon del tumor sin estar fisicamente
intercalada entre las células del tumor. “Externa” significa que no existe una asociacion fisica con el tumor, las células
inmunolégicas se encuentran en la periferia asociada con el tejido conectivo o cualquier tejido adyacente asociado.

En ciertas modalidades de estos métodos de evaluacién, las muestras son evaluadas por dos 0 mas patologos que
operan independientemente, y las evaluaciones son consolidadas subsiguientemente. En ciertas otras modalidades,
la identificacion de las células positivas y negativas se evalua usando el software apropiado.

Un indice histoscore (evaluacion H) se usa como una medida mas cuantitativa de los datos de IHC. El indice histoscore
se calcula de la siguiente manera:

indice histoscore = [(% del tumor x 1 (baja intensidad)) + (% del tumor x 2 (intensidad intermedia)) + (% del tumor x 3
(alta intensidad)]

Para determinar el indice histoscore, el patdlogo estima el porcentaje de las células tefidas en cada categoria de
intensidad dentro de una muestra. Debido a que la expresidn de la mayoria de los biomarcadores es heterogénea, el
indice histoscore es una representacion mas verdadera de la expresion general. El intervalo del indice histoscore final
es de 0 (evaluacién minima, sin expresion) a 300 (evaluacion maxima, expresion fuerte e inclusiva).

3. Inhibidores de LAG-3

En un aspecto, el inhibidor o el anticuerpo para su uso de acuerdo con la invencién presenta un agente de union a
LAG-3 que es un anticuerpo que se une especificamente a LAG-3.

El inhibidor de LAG-3 descrito aqui es un agente de uniéon a LAG-3, que es un anticuerpo de anti-LAG-3.

Los anticuerpos de LAG-3 anti-humanos (o los dominios de VH/VL derivados de los mismos) adecuados para su uso
en la invencién se pueden generar usando los métodos bien conocidos en la técnica. De manera alternativa, se pueden
usar anticuerpos de anti-LAG-3 reconocidos en la técnica. En ciertas modalidades, los inhibidores de LAG-3 incluyen
un anticuerpo biespecifico de anti-LAG-3. En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-LAG-3 se une a LAG-3y a
PD-1.

En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-LAG-3 es BMS-986016 que comprende cadenas ligeras y pesadas que

comprenden las secuencias mostradas en las SEC ID NO:1 y 2, respectivamente, o fragmentos de unidn al antigeno
y variantes de los mismos, como se describe en PCT/US13/48999.
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En otras modalidades, el anticuerpo tiene las CDR de cadena ligera y pesada o las regiones variables de BMS-986016.
De acuerdo con esto, en una modalidad, el anticuerpo comprende los dominios de CDR1, CDR2, y CDR3 de la region
de VH de BMS-986016 que tiene la secuencia establecida en la SEC ID NO:3, y los dominios de CDR1, CDR2 y CDR3
de la region de VL de BMS-986016 que tiene la secuencia establecida en la SEC ID NO:5. En otra modalidad, el
anticuerpo comprende los dominios de CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias establecidas en las
SEC ID NO: 7, 8, y 9, respectivamente, y los dominios de CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias
establecidas en las SEC ID NO: 10, 11, y 12, respectivamente. En otra modalidad, el anticuerpo comprende las
regiones de VH y/o de VL que comprenden las secuencias de aminoacidos establecidas en la SEC ID NO:3 y/o la
SEC ID NO:5, respectivamente. En otra modalidad, el anticuerpo comprende las regiones variable de cadena ligera
(VL) y/o variable de cadena pesada (VH) codificadas por las secuencias de acidos nucleicos establecidas en la SEC
ID NO:4 y/o la SEC ID NO:6, respectivamente. En otra modalidad, el anticuerpo compite por unirse con y/o unirse al
mismo epitopo en LAG-3 como los anticuerpos mencionados anteriormente. En otra modalidad, el anticuerpo se une
a un epitopo de LAG-3 humano que comprende la secuencia de aminoacidos PGHPLAPG (SEC ID NO:14). En otra
modalidad, el anticuerpo se une a un epitopo de LAG-3 humano que comprende la secuencia de aminoacidos
HPAAPSSW (SEC ID NO:15) o PAAPSSWG (SEC ID NO:16).

En otra modalidad, el anticuerpo tiene al menos aproximadamente 90 % de identidad de la secuencia de aminoacidos
de la regién variable con los anticuerpos mencionados anteriormente (por ejemplo, al menos aproximadamente 90 %,
95 % 0 99 % de identidad de la regidn variable con la SEC ID NO:3 o la SEC ID NO:5).

En algunas modalidades, los anticuerpos de anti-LAG-3 reconocidos en la técnica se pueden usar en los métodos
terapéuticos de la invencion. Por ejemplo, se puede usar el anticuerpo de anti-LAG-3 humano descrito en
US2011/0150892 A1, y referido como anticuerpo monoclonal 25F7 (también conocido como “25F7” y “LAG-3.1"). Otros
anticuerpos de anti-LAG-3 reconocidos en la técnica que se puede usar incluyen IMP731 (H5L7BW) descrito en US
2011/007023, MK-4280 (28G-10) descrito en W02016028672, REGN3767 descrito en Journal for ImmunoTherapy of
Cancer, (2016) Vol. 4, Supp. suplemento 1 resumen numero: P195, BAP050 descrito en W02017/019894, IMP-701
(LAG-525), Sym022, TSR-033, MGDO013, BI754111, FS118, AVA-017 y GSK2831781. Estos y otros anticuerpos de
anti-LAG-3 udtiles en la invencidn reivindicada se pueden encontrar en, por ejemplo: WO02016/028672,
WO02017/106129, WO2017/062888, WO2009/044273, WO2018/069500, WO2016/126858, WO2014/179664,
WO02016/200782, WO2015/200119, WO2017/019846, WO2017/198741, WO2017/220555, WO2017/220569,
WO02018/071500, WO2017/015560, WO2017/025498, WO2017/087589, WO2017/087901, WO2018/083087,
WO2017/149143, WO2017/219995, US2017/0260271, WO2017/086367, WO2017/086419, WO2018/034227, y
WO02014/140180.

También se pueden usar anticuerpos que compiten con cualquiera de los anticuerpos reconocidos en la técnica
mencionados anteriormente para unirse a LAG-3.

En ciertas modalidades, se usa un anticuerpo de anti-LAG-3 para determinar la expresién de LAG-3. En algunas
modalidades, un anticuerpo de anti-LAG-3 se selecciona por su capacidad para unirse a LAG-3 en muestras del tejido
intercaladas en parafina, fijadas en formalina (FFPE). En otras modalidades, un anticuerpo de anti-LAG-3 es capaz de
unirse a LAG-3 en tejidos congelados. En las modalidades adicionales, un anticuerpo de anti-LAG-3 es capaz de
distinguir formas unidas a la membrana, citoplasmicas y/o solubles de LAG-3.

En algunas modalidades, un anticuerpo de anti-LAG-3 util para ensayar, detectar, y/o cuantificar la expresion de LAG-
3 de acuerdo con los métodos descritos aqui es el anticuerpo monoclonal de LAG-3 anti-humano de IgG1 de ratdn
17B4, o un fragmento de unidn al antigeno del mismo. Véase, por ejemplo, J. Matsuzaki, et al.; PNAS 107, 7875
(2010).

4. Inhibidores de la ruta de PD-1

Como se usa aqui, “inhibidor de la ruta de PD-1" incluye agentes de union a PD-1, agentes de union a PD-L1 y agentes
de unién a PD-L2. Los agentes de union a PD-1 son anticuerpos que se unen especificamente a PD-1. Los agentes
de unién a PD-L1 y PD-L2 son anticuerpos que se unen especificamente a PD-L1 y/o PD-L2.

En algunas modalidades, el inhibidor de la ruta de PD-1 es un anticuerpo de anti-PD-1. En algunas modalidades, el
inhibidor de la ruta de PD-1 es un anticuerpo de anti-PD-L1. En algunas modalidades, el inhibidor de la ruta de PD-1
es un anticuerpo de anti-PD-L2.

Los anticuerpos de PD-1 anti-humanos (o los dominios de VH y/o de VL derivados de los mismos) adecuados para su
uso en la invencion se pueden generar usando los métodos bien conocidos en la técnica. De manera alternativa, se
pueden usar los anticuerpos de anti-PD-1 reconocidos en la técnica. Por ejemplo, se pueden usar los anticuerpos
monoclonales 5C4 (referidos aqui como Nivolumab o BMS-936558), 17D8, 2D3, 4H1, 4A11, 7D3, y 5F4, descritos en
WO 2006/121168. Otros anticuerpos de PD-1 conocidos incluyen el lambrolizumab (MK-3475) descrito en WO
2008/156712, y AMP-514 descrito en WO 2012/145493. Otros anticuerpos de PD-1 conocidos y otros inhibidores de
PD-1 incluyen aquellos descritos en, por ejemplo, WO 2009/014708, WO 03/099196, WO 2009/114335 y WO
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2011/161699. En una modalidad, el anticuerpo de anti-PD-1 es REGN2810. En una modalidad, el anticuerpo de anti-
PD-1 es PDR001. Otro anticuerpo de anti-PD-1 conocido es el pidilizumab (CT-011).

En una modalidad, el anticuerpo de anti-PD-1 es el nivolumab. El nivolumab (también conocido como “OPDIVO®”;
anteriormente designado como 5C4, BMS-936558, MDX-1106, u ONO-4538) es un anticuerpo inhibidor del punto de
control inmunolégico de PD-1 de IgG4 (S228P) completamente humano que previene selectivamente la interaccion
con los ligandos de PD-1 (PD-L1 y PD-L2), bloqueando asi la regulacidon negativa de las funciones de las células T
antitumorales (patente U.S. niumero 8,008,449; Wang ef al., Cancer Immunol Res. 2(9):846-56 (2014)). En otra
modalidad, el anticuerpo de anti-PD-1 o un fragmento del mismo compite de manera cruzada con el nivolumab. En
otras modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 o un fragmento del mismo se une al mismo epitopo que nivolumab. En
ciertas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 tiene las mismas CDR que nivolumab.

En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 comprende cadenas ligeras y pesadas que comprenden las
secuencias mostradas en las SEC ID NO:17 y 18, respectivamente, o fragmentos de unién al antigeno y variantes del
mismo.

En otras modalidades, el anticuerpo tiene las CDR de cadena ligera y pesada o las regiones variables de nivolumab.
De acuerdo con esto, en una modalidad, el anticuerpo comprende los dominios de CDR1, CDR2, y CDR3 de la VH de
nivolumab que tiene la secuencia establecida en la SEC ID NO:19, y los dominios de CDR1, CDR2 y CDR3 de la VL
de nivolumab que tiene la secuencia establecida en la SEC ID NO:21. En otra modalidad, el anticuerpo comprende
los dominios de CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias establecidas en las SEC ID NO:23, 24, y 25,
respectivamente, y los dominios de CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias establecidas en las SEC
ID NO:26, 27 y 28, respectivamente. En otra modalidad, el anticuerpo comprende regiones de VH y/o de VL que
comprenden las secuencias de aminoacidos establecidas en la SEC ID NO:19 y/o la SEC ID NO:21, respectivamente.
En otra modalidad, el anticuerpo comprende las regiones variable de cadena ligera (VL) y/o variable de cadena pesada
(VH) codificadas por las secuencias de acidos nucleicos establecidas en la SEC ID NO:20 y/o la SEC ID NO:22,
respectivamente. En otra modalidad, el anticuerpo compite por unirse con, y/o unirse al, mismo epitopo en PD-1 como
los anticuerpos mencionados anteriormente. En otra modalidad, el anticuerpo tiene al menos aproximadamente 90 %
de identidad de la secuencia de aminoacidos de la region variable con los anticuerpos mencionados anteriormente
(por ejemplo, al menos aproximadamente 90 %, 95 % 0 99 % de identidad de la region variable con la SEC ID NO:19
0 la SEC ID NO:21).

Los anticuerpos monoclonales humanos (HuMADb) que se unen especificamente a PD-1 con alta afinidad han sido
descritos en las patentes U.S. numeros 8.008.449 y 8.779.105. Se han descrito otros mAb de anti-PD-1, por ejemplo,
en las patentes U.S. numeros 6.808.710, 7.488.802, 8.168.757 y 8.354.509, y la publicaciéon del PCT numero WO
2012/145493. En algunas modalidades, se ha demostrado que el anticuerpo de anti-PD-1 exhibe una 0 mas de las
siguientes caracteristicas: (a) se une a PD-1 humana con una Kp de 1 x 107 M 0 menos, como se determina por medio
de la resonancia del plasmén superficial usando un sistema biosensor de Biacore; (b) no se une sustancialmente a
CD28 humanas, CTLA-4 o0 ICOS; (¢) aumenta la proliferacion de las células T en un ensayo de la reaccion de linfocitos
mezclados (MLR); (d) aumenta la produccion del interferon y en un ensayo de MLR; () aumenta la secrecion de IL-2
en un ensayo de MLR; (f) se une a PD-1 humana y a PD-1 del mono cinomolgo; (g) inhibe la unién de PD-L1 y/o PD-
L2 a PD-1; (h) estimula las respuestas de memoria especificas para el antigeno; (i) estimula las respuestas de los
anticuerpos; y (j) inhibe el crecimiento de las células del tumor in vivo. Los anticuerpos de anti-PD-1 utiles para la
presente invencion incluyen los mAb que se unen especificamente a PD-1 humana y exhiben al menos una, al menos
dos, al menos tres, al menos cuatro o al menos cinco de las caracteristicas anteriores. Los anticuerpos de anti-PD-1
que exhiben una o mas de estas caracteristicas han sido descritos en las patentes U.S. niumeros 8.008.449, 8.779.105,
6.808.710, 7.488.802, 8.168.757 y 8.354.509, y la publicacion del PCT nimero WO 2012/145493. En otra modalidad,
el anticuerpo de anti-PD-1 es el pembrolizumab. El pembrolizumab es un anticuerpo de IgG4 monoclonal humanizado
(S228P) dirigido contra la PD-1 del receptor de la superficie celular humana (muerte programada 1 o0 muerte celular
programada 1). El pembrolizumab se describe, por ejemplo, en las patentes U.S. nimeros 8.354.509 y 8.900.587.

En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 o un fragmento del mismo compite de manera cruzada con el
pembrolizumab. En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 o un fragmento del mismo se une al mismo
epitopo que pembrolizumab. En ciertas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 tiene las mismas CDR que el
pembrolizumab. En otra modalidad, el anticuerpo de anti-PD-1 es el pembrolizumab. El pembrolizumab (también
conocido como “KEYTRUDA®”, lambrolizumab, y MK-3475) es un anticuerpo de |gG4 monoclonal humanizado dirigido
contra la PD-1 del receptor de la superficie celular humana (muerte programada 1 o0 muerte celular programada 1). El
pembrolizumab se describe, por ejemplo, en las patentes U.S. nimeros 8.354.509 y 8.900.587; véase también
http://www.cancer.gov/drugdictionary?cdrid=695789 (ultimo acceso: el 14 de diciembre del 2014). El pembrolizumab
ha sido aprobado por la FDA para el tratamiento del melanoma recidivante o refractario.

En otras modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 o un fragmento del mismo compite de manera cruzada con
MEDI0608. Todavia en otras modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 o un fragmento del mismo se une al mismo
epitopo que MEDI0608. En ciertas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 tiene las mismas CDR que MEDI0608. En
otras modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 es MEDIO608 (anteriormente AMP-514), que es un anticuerpo
monoclonal. MEDIO608 se describe, por ejemplo, en la patente US. No.8609.089B2 o0 en
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http://www.cancer.gov/drugdictionary?cdrid=756047 (Ultimo acceso el 14 de diciembre del 2014).

En ciertas modalidades, el primer anticuerpo es un antagonista de anti-PD-1. Un ejemplo del antagonista de anti-PD-
1 es AMP-224, que es una proteina de fusion de Fc B7-DC. AMP-224 se describe en la publicacion U.S. numero
2013/0017199 o en http:.//mwww.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-drug?cdrid=700595 (ultimo acceso el 8 de
julio del 2015).

En otras modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 o un fragmento del mismo compite de manera cruzada con BGB-
A317. En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 o un fragmento del mismo se une al mismo epitopo que
BGB-A317. En ciertas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 tiene las mismas CDR que BGB-A317. En ciertas
modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 es BGB-A317, que es un anticuerpo monoclonal humanizado. BGB-A317 se
describe en la publicacion U.S. niumero 2015/0079109.

En algunas modalidades, el anticuerpo es el pidilizumab (CT-011), que es un anticuerpo que se informé previamente
que se une a PD-1, pero que se cree que se une a un objetivo diferente. El pidilizumab se describe en la patente U.S
nuamero 8.686.119 B2 o WO 2013/014668 Af1.

En ciertas modalidades, los anticuerpos que compiten de manera cruzada para unirse a PD-1 humana con, o para
unirse a la misma region del epitopo de PD-1 humana que, el nivolumab, son los mAb. Para la administracién a sujetos
humanos, estos anticuerpos que compiten de manera cruzada pueden ser anticuerpos quiméricos o anticuerpos
humanizados o0 humanos. Tales mAb quiméricos, humanizados 0 humanos se pueden preparar y aislar por medio de
los métodos bien conocidos en la técnica.

Se han descrito otros anticuerpos monoclonales de anti-PD-1, por ejemplo, en las patentes U.S. numeros 6.808.710,
7.488.802, 8.168.757 y 8.354.509, la publicacién US numero 2016/0272708 y las publicaciones del PCT numeros WO
2012/145493, WO 2008/156712, WO 2015/112900, WO 2012/145493, WO 2015/112800, WO 2014/206107, WO
2015/35606, WO 2015/085847, WO 2014/179664, WO 2017/020291, WO 2017/020858, WO 2016/197367, WO
2017/024515, WO 2017/025051, WO 2017/123557, WO 2016/106159, WO 2014/194302, WO 2017/040790, WO
2017/133540, WO 2017/132827, WO 2017/024465, WO 2017/025016, WO 2017/106061, WO 2017/19846, WO
2017/024465, WO 2017/025016, WO 2017/132825, y WO 2017/133540.

En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 se selecciona del grupo que consiste de nivolumab (también
conocido como OPDIVO®, 5C4, BMS-936558, MDX-1106, y ONO-4538), pembrolizumab (Merck; también conocido
como KEYTRUDA®, lambrolizumab, y MK-3475; véase WO2008/156712), PDR0O01 (Novartis; véase WO
2015/112900), MEDI-0680 (AstraZeneca; también conocido como AMP-514; véase WO 2012/145493), cemiplimab
(Regeneron; también conocido como REGN-2810; véase WO 2015/112800), JS001 (TAIZHOU JUNSHI PHARMA,;
véase Si-Yang Liu ef al., J. Hematol. Oncol. 10:136 (2017)), BGB-A317 (Beigene; véase WO 2015/35606 y US
2015/0079109), INCSHR1210 (Jiangsu Hengrui Medicine; también conocido como SHR-1210; véase WO
2015/085847; Si-Yang Liu ef al., J. Hematol. Oncol. 10:136 (2017)), TSR-042 (Tesaro Biopharmaceutical; también
conocido como ANBO11; véase W02014/179664), GLS-010 (Wuxi/Harbin Gloria Pharmaceuticals; también conocido
como WBP3055; véase Si-Yang Liu ef al., J. Hematol. Oncol. 10:136 (2017)), AM-0001 (Armo), STI-1110 (Sorrento
Therapeutics; véase WO 2014/194302), AGEN2034 (Agenus; véase WO 2017/040790), MGA012 (Macrogenics,
véase WO 2017/19846), e IBI308 (Innovent; véase WO 2017/024465, WO 2017/025016, WO 2017/132825, y WO
2017/133540).

Los anticuerpos de anti-PD-1 utiles para las composiciones de la invencion descrita también incluyen partes de unién
al antigeno de los anticuerpos anteriores. Se ha demostrado ampliamente que la funcion de unién al antigeno de un
anticuerpo se puede llevar a cabo por medio de los fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Los ejemplos
de los fragmentos de union abarcados dentro del término “parte de unién al antigeno” de un anticuerpo incluyen (i) un
fragmento de Fab, un fragmento monovalente que consiste de los dominios de Vi, Vu, CL y Cw; (i) un fragmento de
F(ab’)2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos de Fab unidos por un puente de disulfuro en la region
de articulacién; (iii)) un fragmento de Fd que consiste de los dominios de Vy y de Cp+; y (iv) un fragmento de Fv que
consiste de los dominios de V. y de V4 de una sola ramificaciéon de un anticuerpo.

Los anticuerpos de anti-PD-1 que se pueden usar en los métodos descritos también incluyen anticuerpos aislados que
se unen especificamente a PD-1 humana y que compiten de manera cruzada para la unién a PD-1 humana con
cualquier anticuerpo de anti-PD-1 descrito aqui, por ejemplo, nivolumab (véase, por ejemplo, la patente U.S. nimero
8,008,449 y 8,779,105; WO 2013/173223). En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 se une al mismo
epitopo que cualquiera de los anticuerpos de anti-PD-1 descritos aqui, por ejemplo, nivolumab. La capacidad de los
anticuerpos para competir de manera cruzada para la unién a un antigeno indica que estos anticuerpos monoclonales
se unen a la misma regién del epitopo del antigeno e impiden estéricamente la unidén de otros anticuerpos que
compiten de manera cruzada a esta region del epitopo particular. Se espera que estos anticuerpos que compiten de
manera cruzada tengan propiedades funcionales muy semejantes a aquellas del anticuerpo de referencia, por ejemplo,
nivolumab, en virtud de su unién a la misma region del epitopo de PD-1. Los anticuerpos que compiten de manera
cruzada se pueden identificar facilmente con base en su capacidad de competir de manera cruzada con el nivolumab
en los ensayos de union a PD-1 estandares, tales como el andlisis de Biacore, ensayos de ELISA o citometria de flujo
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(véase, por ejemplo, WO 2013/173223).

Los anticuerpos de anti-PD-1 adecuados para su uso en los métodos descritos son anticuerpos que se unen a PD-1
con alta especificidad y afinidad, que bloguean la unién de PD-L1 y/o PD-L2, y que inhiben el efecto inmunosupresor
de la ruta de sefalizacion de PD-1. En cualquiera de las composiciones 0 métodos descritos aqui, un “anticuerpo” de
anti-PD-1 incluye una parte o fragmento de unidn al antigeno que se une al receptor de PD-1 y que exhibe propiedades
funcionales semejantes a aquellas de los anticuerpos completos en la inhibicidon de la unidén del ligando y en la
regulacion positiva del sistema inmunoldgico. En ciertas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 o la parte de unién
al antigeno del mismo compiten de manera cruzada con el nivolumab para unirse a PD-1 humana. En otras
modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 o la parte de unién al antigeno del mismo es un anticuerpo monoclonal
quimérico, humanizado o humano o una parte del mismo. En ciertas modalidades, el anticuerpo es un anticuerpo
humanizado. En otras modalidades, el anticuerpo es un anticuerpo humano. Se pueden usar los anticuerpos de un
isotipo de 1gG1, 1gG2, 1IgG3 o IgG4.

En ciertas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 o la parte de union al antigeno del mismo comprenden una region
constante de cadena pesada que es de un isotipo de IgG1 o IgG4 humano. En ciertas otras modalidades, la secuencia
de la regién constante de la cadena pesada de IgG4 del anticuerpo de anti-PD-1 o la parte de union al antigeno del
mismo contiene una mutacion S228P que reemplaza un residuo de serina en la regién de articulaciéon con el residuo
de prolina que normalmente se encuentra en la posicion correspondiente en los anticuerpos del isotipo de IgG1. Esta
mutacion, que esta presente en el nivolumab, previene el intercambio de la ramificacion de Fab con los anticuerpos
de IgG4 enddgenos, mientras que conserva la baja afinidad para la activacion de los receptores de Fc asociados con
los anticuerpos de IgG4 de tipo silvestre (Wang et al., 2014 Cancer Immunol Res. 2(9):846-56). Todavia en otras
modalidades, el anticuerpo comprende una regién constante de cadena ligera que es una regidon constante kappa o
lambda humana. En otras modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 o la parte de union al antigeno del mismo es un
mAb o una parte de union al antigeno del mismo. En ciertas modalidades de cualquiera de los métodos terapéuticos
descritos aqui que comprenden la administracién de un anticuerpo de anti-PD-1, el anticuerpo de anti-PD-1 es el
nivolumab. En otras modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 es el pembrolizumab. En otras modalidades, el anticuerpo
de anti-PD-1 se selecciona de los anticuerpos humanos 17D8, 2D3, 4H1, 4A11, 7D3 y 5F4 descritos en la patente
U.S. numero 8.008.449. Todavia en otras modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 es MEDI0608 (anteriormente AMP-
514), AMP-224, o BGB-A317.

En las modalidades, el anticuerpo de anti-PD-1 es un anticuerpo biespecifico. En las modalidades, el anticuerpo de
anti-PD-1 es un anticuerpo biespecifico que se une tanto a PD-1 como a LAG-3.

5. Anticuerpos de anti-PD-L1

En ciertas modalidades, la presente solicitud abarca el uso de un anticuerpo de anti-PD-L1 como el inhibidor de la ruta
de PD-1. En una modalidad, el anticuerpo de anti-PD-L1 inhibe la unién del receptor de PD-L1, es decir, de PD-1 a su
ligando de PD-L1.

Los anticuerpos de anti-PD-L1 humanos (o los dominios de VH y/o de VL derivados de los mismos) adecuados para
su uso en la invencion se pueden generar usando los métodos bien conocidos en la técnica. De manera alternativa,
se pueden usar anticuerpos de anti-PD-L1 reconocidos en la técnica. Por ejemplo, se pueden usar los anticuerpos de
anti-PD-L1 humanos descritos en la patente U.S. numero 7.943.743. Tales anticuerpos de anti-PD-L1 incluyen 3G10,
12A4 (también referido como BMS-936559), 10A5, 5F8, 10H10, 1B12, 7H1, 11E6, 12B7, y 13G4. En algunas
modalidades, el anticuerpo de anti-PD-L1 es el atezolizumab (Tecentriq 0 RG7446) (véase, por ejemplo, Herbst ef al.
(2013) J Clin Oncol 31(suppl):3000. Resumen; la patente U.S. numero 8.217.149), durvalumab (Imfinzi o MEDI4736)
(Khleif (2013) en: Proceedings from the European Cancer Congress 2013; 27 de septiembre-1 de octubre de 2013;
Amsterdam, Paises Bajos. resumen 802), avelumab (Bavencio). Otros anticuerpos de anti-PD-L1 reconocidos en la
técnica que se pueden usar incluyen aquellos descritos, por ejemplo, en las patentes U.S. nimeros 7.635.757 y
8.217.149, la publicacion U.S. numero 2009/0317368, y las publicaciones del PCT numeros WO 2011/066389 y WO
2012/145493. También se pueden usar los anticuerpos que compiten con cualquiera de estos anticuerpos o inhibidores
reconocidos en la técnica para la union a PD-L1. Los ejemplos de los anticuerpos de anti-PD-L1 utiles en los métodos
de la presente descripcion incluyen los anticuerpos descritos en la patente U.S. niumero 9.580.507. Se ha demostrado
que los anticuerpos monoclonales humanos de anti-PD-L1 descritos en la patente U.S. nimero 9,580,507 exhiben una
0 mas de las siguientes caracteristicas: (a) se unen a PD-L1 humano con una KD de 1 x 107 M 0 menos, como se
determina por medio de la resonancia del plasmén superficial usando un sistema biosensor de Biacore; (b) aumentan
la proliferacion de las células T en un ensayo de la reaccidn de linfocitos mezclados (MLR); (c) aumentan la produccion
del interferén y en un ensayo de MLR; (d) aumentan la secrecion de IL-2 en un ensayo de MLR; (e) estimulan las
respuestas de los anticuerpos; y (f) revierten el efecto de las células reguladoras T sobre las células efectoras de las
células T y/o las células dendriticas. Los anticuerpos de anti-PD-L1 que se pueden usar en la presente invencidn
incluyen los anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a PD-L1 humano y que exhiben al menos una,
en algunas modalidades, al menos cinco, de las caracteristicas anteriores.

En ciertas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-L1 es BMS-936559 (anteriormente 12A4 o MDX-1105) (véase, por
ejemplo, la patente U.S. numero 7.943.743; WO 2013/173223). En otras modalidades, el anticuerpo de anti-PD-L1 es
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MPDL3280A (también conocido como RG7446 y atezolizumab) (véase, por ejemplo, Herbst et al. 2013 J Clin Oncol
31(suppl):3000; la patente U.S. numero 8,217,149), MEDI4736 (Khleif, 2013, en: Proceedings from the European
Cancer Congress 2013; 27 de septiembre-1 de octubre de 2013; Amsterdam, Paises Bajos. resumen 802), o
MSB0010718C (también llamado Avelumab; véase US 2014/0341917). En ciertas modalidades, los anticuerpos que
compiten de manera cruzada para la unién a PD-L1 humano con, 0 que se unen a la misma region del epitopo de PD-
L1 humano que los anticuerpos de PD-L1 de las referencias anteriores son los mAb. Para la administracién a sujetos
humanos, estos anticuerpos que compiten de manera cruzada pueden ser anticuerpos quiméricos, o pueden ser
anticuerpos humanizados o humanos. Tales mAb quiméricos, humanizados 0 humanos se pueden preparar y aislar
por medio de los métodos bien conocidos en la técnica. En ciertas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-L1 se
selecciona del grupo que consiste de BMS-936559 (también conocido como 12A4, MDX-1105; véase, por ejemplo, la
patente U.S. numero 7.943.743 y WO 2013/173223), atezolizumab (Roche; también conocido como TECENTRIQ®;
MPDL3280A, RG7446; véase US 8.217.149, véase, también, Herbst et al. (2013) J Clin Oncol 31(suppl):3000),
durvalumab (AstraZeneca; también conocido como IMFINZI™, MEDI-4736; véase WO 2011/066389), avelumab
(Pfizer; también conocido como BAVENCIO®, MSB-0010718C; véase WO 2013/079174), STI-1014 (Sorrento; véase
WO02013/181634), CX-072 (Cytomx; véase WO2016/149201), KNO35 (3D Med/Alphamab; véase Zhang et al., Cell
Discov. 7:3 (marzo de 2017), LY3300054 (Eli Lilly Co.; véase, por ejemplo, WO 2017/034916), y CK-301 (Checkpoint
Therapeutics; véase Gorelik ef al., AACR: resumen 4606 (abril de 2016)).

En ciertas modalidades, el anticuerpo de PD-L1 es el atezolizumab (TECENTRIQ®). El atezolizumab es un anticuerpo
de anti-PD-L1 monoclonal de IgG1 completamente humanizado.

En ciertas modalidades, el anticuerpo de PD-L1 es el durvalumab (IMFINZI™). El durvalumab es un anticuerpo de
anti-PD-L1 monoclonal kappa de IgG1 humano.

En ciertas modalidades, el anticuerpo de PD-L1 es el avelumab (BAVENCIO®). El avelumab es un anticuerpo de anti-
PD-L1 monoclonal lambda de IgG1 humano.

En otras modalidades, el anticuerpo monoclonal de anti-PD-L1 se selecciona del grupo que consiste de 28-8, 28-1,
28-12, 29-8, 5H1, y cualquier combinacién de los mismos.

Los anticuerpos de anti-PD-L1 que se pueden usar en los métodos descritos también incluyen los anticuerpos aislados
que se unen especificamente a PD-L1 humano y que compiten de manera cruzada para la unién a PD-L1 humano
con cualquier anticuerpo de anti-PD-L1 descrito aqui, por ejemplo, el atezolizumab, durvalumab, y/o avelumab. En
algunas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-L1 se une al mismo epitopo que cualquiera de los anticuerpos de anti-
PD-L1 descritos aqui, por ejemplo, el atezolizumab, durvalumab, y/o avelumab. La capacidad de los anticuerpos para
competir de manera cruzada para la union a un antigeno indica que estos anticuerpos se unen a la misma regién del
epitopo del antigeno e impiden estéricamente la union de otros anticuerpos que compiten de manera cruzada en esta
region del epitopo particular. Se espera que éstos, los anticuerpos que compiten de manera cruzada tengan
propiedades funcionales muy semejantes a aquellas del anticuerpo de referencia, por ejemplo, el atezolizumab y/o
avelumab, en virtud de su unién a la misma region del epitopo de PD-L1. Los anticuerpos que compiten de manera
cruzada se pueden identificar facilmente con base en su capacidad para competir de manera cruzada con el
atezolizumab y/o avelumab en los ensayos de unidon a PD-L1 estandares, tales como el analisis de Biacore, ensayos
de ELISA o citometria de flujo (véase, por ejemplo, WO 2013/173223).

En ciertas modalidades, los anticuerpos que compiten de manera cruzada para la unién a PD-L1 humano con, o que
se unen a, la misma region del epitopo del anticuerpo de PD-L1 humano que, el atezolizumab, durvalumab, y/o
avelumab, son anticuerpos monoclonales. Para la administracion a sujetos humanos, estos anticuerpos que compiten
de manera cruzada son anticuerpos quiméricos, anticuerpos modificados genéticamente, o anticuerpos humanizados
0 humanos. Tales anticuerpos monoclonales quiméricos, modificados genéticamente, humanizados o humanos se
pueden preparar y aislar por medio de los métodos bien conocidos en la técnica.

Los anticuerpos de anti-PD-L1 que se pueden usar en los métodos de la invencién descrita también incluyen partes
de unién al antigeno de los anticuerpos anteriores. Se ha demostrado ampliamente que la funcidén de union al antigeno
de un anticuerpo se puede llevar a cabo por medio de los fragmentos de un anticuerpo de longitud completa.

Los anticuerpos de anti-PD-L1 adecuados para su uso en los métodos o composiciones descritas son los anticuerpos
que se unen a PD-L1 con alta especificidad y afinidad, que bloquean la unién de PD-1, y que inhiben el efecto
inmunosupresor de la ruta de sefalizacion de PD-1. En cualquiera de las composiciones o métodos descritos aqui, un
“anticuerpo” de anti-PD-L1 incluye una parte o fragmento de unién al antigeno que se une a PD-L1 y que exhibe
propiedades funcionales semejantes a aquellas de los anticuerpos completos en la inhibicion de la unién del receptor
y en la regulacién positiva del sistema inmunolégico. En ciertas modalidades, el anticuerpo de anti-PD-L1 o la parte
de unidn al antigeno del mismo compiten de manera cruzada con el atezolizumab, durvalumab, y/o avelumab para la
unién a PD-L1 humano.

Los anticuerpos de anti-PD-L1 utiles para la invencion incluyen anticuerpos modificados genéticamente a partir de los
anticuerpos que tienen una 0 mas de las secuencias de Vy y/o de V| descritas aqui, cuyos anticuerpos modificados
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genéticamente pueden tener propiedades alteradas de los anticuerpos de partida. Un anticuerpo de anti-PD-L1 se
puede modificar genéticamente por medio de una variedad de modificaciones como se describié anteriormente para
la modificacidn genética de los anticuerpos de anti-PD-1 modificados de la invencion.

6. Anticuerpos de anti-CTLA-4

Un anticuerpo de anti-CTLA-4 se une a e inhibe CTLA-4. En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-CTLA-4 es el
ipilimumab (YERVOY), tremelimumab (ticilimumab; CP-675,206), AGEN-1884, o ATOR-1015.

7. Inhibidores del punto de control inmunolégico

Un inhibidor de PD-1 puede usarse en combinacion con un inhibidor del punto de control inmunoldgico en el tratamiento
de tumores malignos. Se puede usar cualquier inhibidor del punto de control inmunolégico reconocido en la técnica.

En ciertas modalidades, el inhibidor del punto de control inmunologico es un antagonista de CTLA-4, un antagonista
de CD80, un antagonista de CD86, un antagonista de Tim-3, un antagonista de TIGIT, un antagonista de CD20, un
antagonista de CD96, un antagonista de IDO1, un antagonista de STING, un antagonista de GARP, un antagonista
de CD40, un antagonista de A2aR, un antagonista de CEACAM1 (CD66a), un antagonista de CEA, un antagonista de
CD47, un antagonista de PVRIG, un antagonista de TDO, un antagonista de VISTA, o un antagonista de KIR.

En una modalidad, el inhibidor del punto de control inmunolégico es un antagonista de CTLA-4. En ciertas
modalidades, el antagonista de CTLA-4 es un anticuerpo de anti-CTLA-4 o un fragmento de unién al antigeno del
mismo. En algunas modalidades, el anticuerpo de anti-CTLA-4 es el ipilimumab (YERVOY), tremelimumab
(ticilimumab; CP-675,206), AGEN-1884, o ATOR-1015.

En una modalidad, el antagonista de CTLA-4 es un polipéptido de CTLA-4 soluble. En una modalidad, el polipéptido
de CTLA-4 soluble es abatacept (Orencia), belatacept (Nulojix), RG2077, o RG-1046. En otra modalidad, el
antagonista de CTLA-4 es una terapia basada en las células. En algunas modalidades, el antagonista de CTLA-4 es
una vacuna de células dendriticas autologas transfectadas con ARN del ARN/GITRL del mAb de anti-CTLA-4 o una
vacuna de células dendriticas autologas transfectadas con ARN de anti-CTLA-4.

En una modalidad, el inhibidor del punto de control inmunoldgico es un antagonista de KIR. En ciertas modalidades,
el antagonista de KIR es un anticuerpo de anti-KIR o un fragmento de unién al antigeno del mismo. En algunas
modalidades, el anticuerpo de anti-KIR es el lirilumab (1-7F9, BMS-986015, IPH 2101) o IPH4102.

En una modalidad, el inhibidor del punto de control inmunoldgico es un antagonista de TIGIT. En una modalidad, el
antagonista de TIGIT es un anticuerpo de anti-TIGIT o un fragmento de union al antigeno del mismo. En ciertas
modalidades, el anticuerpo de anti-TIGIT es BMS-986207, AB 154, COM902 (CGEN-15137), u OMP-313M32.

En una modalidad, el inhibidor del punto de control inmunoldgico es el antagonista de Tim-3. En ciertas modalidades,
el antagonista de Tim-3 es un anticuerpo de anti-Tim-3 o un fragmento de union al antigeno del mismo. En algunas
modalidades, el anticuerpo de anti-Tim-3 es TSR-022 0 LY3321367.

En una modalidad, el inhibidor del punto de control inmunologico es un antagonista de IDO1. En otra modalidad, el
antagonista de IDO1 es el indoximod (NLG8189; 1-metil-p-TRP), epacadostat (INCB-024360, INCB-24360), KHK2455,
PF-06840003, navoximod (RG6078, GDC-0919, NLG919), BMS-986205 (F001287), o derivados de pirrolidina-2,5-
diona.

En una modalidad, el inhibidor del punto de control inmunoldgico es un antagonista de STING. En ciertas modalidades,
el antagonista de STING es de di-nucledtidos ciclicos sustituidos por 2’ 0 3-mono-fluoro; de di-nucledtidos ciclicos de
enlaces 2',5'-3’,5" mezclados sustituidos por 2'3’-di-fluoro; de di-nucleédtidos bis-3’,5’ ciclicos, sustituidos por 2’-fluoro;
di-nucleétidos 2',2"-diF-Rp,Rp,bis-3’,5’ ciclicos; o de di-nucledtidos ciclicos fluorados.

En una modalidad, el inhibidor del punto de control inmunolégico es el antagonista de CD20. En algunas modalidades,
el antagonista de CD20 es un anticuerpo de anti-CD20 o un fragmento de unién al antigeno del mismo. En una
modalidad, el anticuerpo de anti-CD20 es el rituximab (RITUXAN; IDEC-102; IDEC-C2B8), ABP 798, ofatumumab, u
obinutuzumab.

En una modalidad, el inhibidor del punto de control inmunoldgico es el antagonista de CD80. En ciertas modalidades,
el antagonista de CD80 es un anticuerpo de anti-CD80 o un fragmento de unién al antigeno del mismo. En una
modalidad, el anticuerpo de anti-CD80 es el galiximab o AV 1142742,

En una modalidad, el inhibidor del punto de control inmunolégico es un antagonista de GARP. En algunas modalidades,

el antagonista de GARP es un anticuerpo de anti-GARP o un fragmento de union al antigeno del mismo. En ciertas
modalidades, el anticuerpo de anti-GARP es ARGX-115.
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En una modalidad, el inhibidor del punto de control inmunoldgico es un antagonista de CD40. En ciertas modalidades,
el antagonista de CD40 es un anticuerpo de anti-CD40 para el fragmento de unién al antigeno del mismo. En algunas
modalidades, el anticuerpo de anti-CD40 es BMS3h-56, lucatumumab (HCD122 y CHIR-12.12), CHIR-5.9, o
dacetuzumab (huS2C6, PRO 64553, RG 3636, SGN 14, SGN-40). En otra modalidad, el antagonista de CD40 es un
ligando de CD40 soluble (CD40-L). En una modalidad, el ligando de CD40 soluble es un polipéptido de fusién. En una
modalidad, el ligando de CD40 soluble es un CD40-L/FC2 o un CD40-L monomérico.

En una modalidad, el inhibidor del punto de control inmunoldgico es un antagonista de A2aR. En algunas modalidades,
el antagonista de A2aR es una molécula pequefa. En ciertas modalidades, el antagonista de A2aR es CPI-444, PBF-
509, istradefilina (KW-6002), preladenant (SCH420814), tozadenant (SYN115), vipadenant (BIIB014), HTL-1071,
ST1535, SCH412348, SCH442416, SCH58261, ZM241385, 0 AZD4635.

En una modalidad, el inhibidor del punto de control inmunoldgico es un antagonista de CEACAM1. En algunas
modalidades, el antagonista de CEACAM1 es un anticuerpo de anti-CEACAM1 o un fragmento de union al antigeno
del mismo. En una modalidad, el anticuerpo de anti-CEACAM1 es CM-24 (MK-6018).

En una modalidad, el inhibidor del punto de control inmunolégico es un antagonista de CEA. En una modalidad, el
antagonista de CEA es un anticuerpo de anti-CEA o un fragmento de unién al antigeno del mismo. En ciertas
modalidades, el anticuerpo de anti-CEA es el cergutuzumab amunaleucina (RG7813, RO-6895882) o RG7802
(RO6958688).

En una modalidad, el inhibidor del punto de control inmunoldgico es un antagonista de CD47. En algunas modalidades,
el antagonista de CD47 es un anticuerpo de anti-CD47 o un fragmento de union al antigeno del mismo. En ciertas
modalidades, el anticuerpo de anti-CD47 es HuF9-G4, CC-90002, TTI-621, ALX148, NI-1701, NI-1801, SRF231, o
Effi-DEM.

En una modalidad, el inhibidor del punto de control inmunoldgico es un antagonista de PVRIG. En ciertas modalidades,
el antagonista de PVRIG es un anticuerpo de anti-PVRIG o un fragmento de unién al antigeno del mismo. En una
modalidad, el anticuerpo de anti-PVRIG es COM701 (CGEN-15029).

En una modalidad, el inhibidor del punto de control inmunolégico es un antagonista de TDO. En una modalidad, el
antagonista de TDO es un derivado de 4-(indol-3-il)-pirazol, un derivado sustituido con 3-indol, 0 un derivado de 3-
(indol-3-il)-piridina. En otra modalidad, el inhibidor del punto de control inmunolédgico es un antagonista de IDO y de
TDO doble. En una modalidad, el antagonista de IDO y de TDO doble es una molécula pequeia.

En una modalidad, el inhibidor del punto de control inmunoldgico es un antagonista de VISTA. En algunas
modalidades, el antagonista de VISTA es CA-170 o0 JNJ-61610588.

8. Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion a pacientes humanos se formulan tipicamente
para la administracion parenteral, por ejemplo, en un portador liquido, o0 son adecuadas para la reconstitucion en una
solucidn o suspension liquida para la administracion intravenosa.

En general, tales composiciones comprenden tipicamente un portador farmacéuticamente aceptable. Como se usa
aqui, el término “farmacéuticamente aceptable” significa que esta aprobado por una agencia reguladora del gobierno
0 que esta incluido en la farmacopea de EUA u otra farmacopea generalmente reconocida para su uso en animales,
particularmente en seres humanos. El término “portador” se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente, o vehiculo
con el que se administra el compuesto. Tales portadores farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como agua
y aceites, incluidos aquellos de origen del petréleo, de un animal, vegetal o sintético, tales como el aceite de mani,
aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo, ricinoleato de polietilenglicol y glicerol, y semejantes. El agua o la
soluciéon salina acuosa y las soluciones de glicerol y dextrosa acuosas se pueden emplear como portadores,
particularmente para soluciones inyectables (por ejemplo, que comprenden un anticuerpo de anti-LAG-3 y/o de anti-
PD-1). Las composiciones liquidas para la administracién parenteral se pueden formular para la administracion por
medio de una inyeccion o infusidn continua. Las rutas de administracién por medio de una inyeccion o infusién incluyen
la intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, intratecal y subcutanea. En una modalidad, los anticuerpos de anti-LAG-
3 y/o de anti-PD-1 se administran por ruta intravenosa (por ejemplo, en formulaciones separadas o juntas (en la misma
formulacion o en formulaciones separadas)).

9. Poblaciones de pacientes

Cualquier referencia a métodos de tratamiento se refiere al inhibidor o el anticuerpo de la presente invencién para su
uso en un método para el tratamiento del cuerpo humano mediante terapia.

Aqui se proporciona un inhibidor o un anticuerpo para su uso en métodos clinicos para tratar tumores malignos (por
ejemplo, tumores solidos refractarios avanzados y neoplasias malignas hematoldgicas) en un paciente humano que
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usan una inmunoterapia descrita aqui, por ejemplo, una combinacién de un inhibidor de LAG-3 (por ejemplo, un
anticuerpo de anti-LAG-3) y un inhibidor de la ruta de PD-1 (por ejemplo, un anticuerpo de anti-PD-1), en donde la
muestra se predice que responde al tratamiento cuando una muestra del tumor maligno del paciente es positiva a
LAG-3 cuando la muestra comprende al menos aproximadamente un 1 % de células que expresan LAG-3, en donde
las células que expresan LAG-3 comprenden linfocitos infiltrantes del tumor.

Los ejemplos de los canceres y/o tumores malignos que pueden ser tratados usando los métodos de la invencion
incluyen el cancer de higado, carcinoma hepatocelular (HCC), cancer de los huesos, cancer de pancreas, cancer de
la piel, cancer oral, cancer de la cabeza o cuello, cancer de mama, cancer de pulmoén, cancer de pulmoén de células
pequenias, NSCLC, melanoma maligno intraocular o cutaneo, cancer renal, cancer uterino, cancer de ovario, cancer
colorrectal, cancer de colon, cancer del recto, cancer de la region anal, cancer del estdmago, cancer testicular, cancer
uterino, carcinoma de las trompas de Falopio, carcinoma de endometrio, carcinoma del cuello uterino, carcinoma de
la vagina, carcinoma de la vulva, carcinoma de las células escamosas de la cabeza y cuello (SCCHN), linfoma no de
Hodgkin, cancer del esofago, cancer del intestino delgado, cancer del sistema endocrino, cancer de la glandula
tiroides, cancer de la glandula paratiroides, cancer de la glandula suprarrenal, sarcoma de tejido blando, cancer de la
uretra, cancer del pene, tumores sélidos de inicio en la infancia, linfoma linfocitico, cancer de la vejiga, cancer del rifidn
0 uréter, carcinoma de la pelvis renal, neoplasia del sistema nervioso central (SNC), linfoma del SNC primario,
angiogénesis tumoral, tumor del eje espinal, glioma del tronco encefalico, adenoma hipofisario, sarcoma de Kaposi,
cancer epidermoide, cancer de las células escamosas, canceres inducidos ambientalmente que incluyen aquellos
inducidos por asbestos, neoplasias hematoldgicas que incluyen, por ejemplo, mieloma multiple, linfoma de las células
B, linfoma de Hodgkin/linfoma de las células B mediastinal primario, linfomas no de Hodgkin, linfoma mieloide agudo,
leucemia mieldégena crdnica, leucemia linfoide crénica, linfoma folicular, linfoma de las células B difusas grandes,
linfoma de Burkitt, linfoma de las células grandes inmunoblasticas, linfoma linfoblastico de las células B germinales,
linfoma de las células del manto, leucemia linfoblastica aguda, micosis fungoide, linfoma de las células B anaplasicas,
linfoma de las células T, y linfoma linfoblastico-T precursor, y cualquier combinacion de los canceres. La presente
invencién también es aplicable altratamiento de canceres metastasicos. En las modalidades, el cancer es el carcinoma
de las células renales (RCC), carcinoma de la union gastrica/gastroesofagica, carcinoma de pulmén de células no
pequefas (NSCLC), melanoma, carcinoma de las células escamosas de la cabeza y cuello (SCCHN), carcinoma
hepatocelular, o carcinoma urotelial.

En ciertas modalidades, el melanoma es el melanoma no resecable 0 metastasico. En las modalidades, el paciente
fue tratado previamente con un anticuerpo de anti-PD-1 o de anti-PD-L1. En ciertas modalidades, el tumor es un tumor
que expresa LAG-3. En las modalidades particulares, el tumor es un tumor que expresa LAG-3 con una expresion de
LAG-3 > 1 %.

En una modalidad, el paciente humano sufre de melanoma metastasico no resecable y fue tratado previamente con
un inhibidor metastasico de anti-PD-1 o de anti-PD-L1. En una modalidad particular, el paciente humano sufre de
melanoma metastasico no resecable y fue tratado previamente con un inhibidor metastasico de anti-PD-1 o de anti-
PD-L1 y el tumor es un tumor que expresa LAG-3. En una modalidad, el paciente humano sufre de melanoma
metastasico no resecable y fue tratado previamente con un inhibidor metastasico de anti-PD-1 o de anti-PD-L1 y el
tumor es un tumor que expresa LAG-3. En cierta modalidad, el paciente humano sufre de melanoma metastasico no
resecable y fue tratado previamente con un inhibidor metastasico de anti-PD-1 o de anti-PD-L1 y el tumor es un tumor
que expresa LAG-3 con una expresion de LAG-3 > 1 %.

En una modalidad, el paciente humano sufre de un tumor maligno que es refractario al tratamiento con un inhibidor
del punto de control inmunoldgico. En otra modalidad, el paciente sufre de un tumor maligno que es refractario al
tratamiento con un inhibidor de PD-1. En otra modalidad, el paciente sufre de un tumor maligno que es refractario al
tratamiento con un anticuerpo de anti-PD-1. En otra modalidad, el paciente sufre de untumor maligno que es refractario
al tratamiento con un anticuerpo de anti-PD-L1. En algunas modalidades, el tumor maligno es el cancer gastrico,
cancer renal, HCC, SCCHN, o NSCLC.

En una modalidad, el paciente humano sufre de melanoma. En otra modalidad, el paciente sufre de melanoma que es
refractario al tratamiento con un inhibidor del punto de control inmunoldgico. En otra modalidad, el paciente sufre de
melanoma que es refractario al tratamiento con un inhibidor de PD-1. En otra modalidad, el paciente sufre de
melanoma que es refractario al tratamiento con un anticuerpo de anti-PD-1. En otra modalidad, el paciente sufre de
melanoma que es refractario al tratamiento con un anticuerpo de anti-PD-L1.

En una modalidad, el paciente humano sufre de melanoma, cancer gastrico, cancer renal, HCC, SCCHN, o NSCLC.
En una modalidad, el paciente humano sufre de melanoma.

En una modalidad, el paciente humano sufre de NSCLC o un cancer relacionado con el virus (por ejemplo, un tumor
relacionado con el virus del papiloma humano (VPH)) o adenocarcinoma gastrico. En una modalidad particular, el
tumor relacionado con el VPH es el cancer de cabeza y cuello (HNC) + VPH. En otra modalidad particular, el
adenocarcinoma gastrico esta asociado con la infeccidn por el virus de Epstein-Barr (EBV).

Los pacientes pueden ser probados o seleccionados para uno o mas de los atributos clinicos descritos anteriormente,
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previo a, durante o después del tratamiento.

De acuerdo con los métodos descritos aqui, los tumores malignos se pueden probar para determinar la expresion de
LAG-3. En algunas modalidades, los tumores malignos tratados de acuerdo con los métodos descritos aqui son
tumores positivos a LAG-3. En algunas modalidades, el tumor maligno es un melanoma positivo a LAG-3. En otra
modalidad, el tumor maligno es un cancer gastrico, cancer renal, HCC, SCCHN, o NSCLC positivos a LAG-3.

En algunas modalidades, al menos aproximadamente 0,5 %, al menos aproximadamente 0,75 %, al menos
aproximadamente 1%, al menos aproximadamente 1,25 %, al menos aproximadamente 1,5%, al menos
aproximadamente 1,75 %, al menos aproximadamente 2 %, al menos aproximadamente 3 % de las células del numero
total de células en un tumor de melanoma positivo a LAG-3 expresan LAG-3.

En algunas modalidades, al menos aproximadamente 0,5 %, al menos aproximadamente 1%, al menos
aproximadamente 2 %, al menos aproximadamente 3 %, al menos aproximadamente 4 %, al menos aproximadamente
5 %, al menos aproximadamente 6 %, al menos aproximadamente 7 %, al menos aproximadamente 8 %, al menos
aproximadamente 9%, al menos aproximadamente 10 %, al menos aproximadamente 15 %, al menos
aproximadamente 20 %, al menos aproximadamente 25 %, 0 al menos aproximadamente 30 % del numero total de
células de un tumor maligno expresan LAG-3. En algunas modalidades, el tumor maligno es el melanoma, cancer
gastrico, cancer renal, HCC, SCCHN, o NSCLC.

De acuerdo con los métodos descritos aqui, los tumores malignos se pueden probar para determinar la expresion de
LAG-3 y de PD-L1. En algunas modalidades, los tumores malignos tratados de acuerdo con los métodos descritos
aqui son tumores positivos a PD-L1, positivos a LAG-3. En algunas modalidades, el tumor maligno es un melanoma
positivo a PD-L1, positivo a LAG-3. En otra modalidad, el tumor maligno es un cancer gastrico, cancer renal, HCC,
SCCHN, o NSCLC positivos a PD-L1, positivos a LAG-3.

En algunas modalidades, los tumores malignos tratados de acuerdo con los métodos descritos aqui son tumores
negativos a PD-L1, positivos a LAG-3. En algunas modalidades, el tumor maligno es un melanoma negativo a PD-L1,
positivo a LAG-3. En otra modalidad, el tumor maligno es un cancer gastrico, cancer renal, HCC, SCCHN, o NSCLC
negativos a PD-L1, positivos a LAG-3.

10. Inmunoterapias

Cualquier referencia a inmunoterapia se refiere al inhibidor o el anticuerpo de la presente invencién para su uso en
dicha inmunoterapia.

En un aspecto, las inmunoterapias provistas aqui involucran la administracion de un inhibidor de LAG-3 (por ejemplo,
un anticuerpo de anti-LAG-3) y otro anticuerpo que bloquea un receptor inmunologico del inhibidor (por ejemplo, un
receptor, el cual al unirse a su ligando natural, inhibe/neutraliza la actividad, tal como una actividad citotoxica),
particularmente un anticuerpo de anti-PD-1 o un anticuerpo de anti-PD-L1, para tratar un sujeto que tiene un tumor
maligno (por ejemplo, tumores solidos refractarios avanzados o neoplasias malignas hematolédgicas), en donde el
sujeto es un paciente humano y se predice que responde al tratamiento cuando una muestra del tumor maligno es
positiva a LAG-3, en donde |la muestra es positiva a LAG-3 cuando la muestra comprende al menos aproximadamente
un 1 % de células que expresan LAG-3, en donde las células que expresan LAG-3 comprenden linfocitos infiltrantes
del tumor.

En una modalidad, la invencién proporciona un anticuerpo de anti-LAG-3 y un anticuerpo de anti-PD-1 en combinacion
de acuerdo con un régimen de dosificacion clinica definido, para tratar sujetos que tienen un tumor maligno (por
ejemplo, un tumor sdlido refractario avanzado). En una modalidad particular, el anticuerpo de anti-LAG-3 es BMS-
986016. En otra modalidad, el anticuerpo de anti-PD-1 es BMS-936558. En otra modalidad, los regimenes de
dosificacion se ajustan para proporcionar la respuesta deseada dptima (por ejemplo, una respuesta efectiva).

En otra modalidad, la invencién proporciona un anticuerpo de anti-LAG-3 y un anticuerpo de anti-PD-L1 en
combinacion de acuerdo con un régimen de dosificacidn clinica definido, para tratar sujetos que tienen un tumor
maligno (por ejemplo, un tumor sélido refractario avanzado). En una modalidad particular, el anticuerpo de anti-LAG-
3 es BMS-986016. En otra modalidad, el anticuerpo de anti-PD-L1 es BMS-936559. En otra modalidad, los regimenes
de dosificacion se ajustan para proporcionar la respuesta deseada 6ptima (por ejemplo, una respuesta efectiva).

En otro aspecto, la invenciéon proporciona un anticuerpo de anti-LAG-3 de acuerdo con un régimen de dosificacion
clinica definido, para tratar sujetos que tienen un tumor maligno (por ejemplo, un tumor sélido refractario avanzado).
En una modalidad particular, el anticuerpo de anti-LAG-3 es BMS-986016. En otra modalidad, los regimenes de
dosificacion se ajustan para proporcionar la respuesta deseada dptima (por ejemplo, una respuesta efectiva).

Como se usa aqui, la administracién adyuvante o combinada (coadministracion) incluye la administracion simultanea

de los compuestos en la misma o diferente forma de dosificacion, o una administracion separada de los compuestos
(por ejemplo, una administracion secuencial). Asi, por ejemplo, los anticuerpos de anti-LAG-3 y de anti-PD-1 se pueden
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administrar simultaneamente en una sola formulacién. De manera alternativa, los anticuerpos de anti-LAG-3 y de anti-
PD-1 se pueden formular para la administracion separada y se administran de manera simultanea o secuencial (por
ejemplo, se administra un anticuerpo dentro de aproximadamente 30 minutos antes de la administracion del segundo
anticuerpo).

Por ejemplo, el anticuerpo de anti-PD-1 se puede administrar primero seguido por (por ejemplo, inmediatamente
seguido por) la administracion del anticuerpo de anti-LAG-3, o viceversa. En una modalidad, el anticuerpo de anti-PD-
1 se administra antes de la administracion del anticuerpo de anti-LAG-3. En otra modalidad, el anticuerpo de anti-PD-
1 se administra después de la administracion del anticuerpo de anti-LAG-3. En otra modalidad, el anticuerpo de anti-
LAG-3 y el anticuerpo de anti-PD-1 se administran simultdneamente. Tal administracién simultanea o secuencial
preferentemente conduce a que ambos anticuerpos estén presentes simultaneamente en los pacientes tratados.

11. Protocolos de tratamiento

Los protocolos de tratamiento adecuados para tratar un tumor maligno en un paciente humano incluyen administrar al
paciente una cantidad efectiva de un inhibidor de LAG-3 (por ejemplo, un anticuerpo de anti-LAG-3).

En algunas modalidades, un protocolo de tratamiento adecuado para tratar un tumor maligno en un paciente humano
incluye, por ejemplo, administrar al paciente una cantidad efectiva de un anticuerpo de anti-LAG-3, tal como uno que
comprende los dominios de CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena pesada que tiene la secuencia
establecida en la SEC ID NO:3, y los dominios de CDR1, CDR2 y CDRS3 de la region variable de cadena ligera que
tiene la secuencia establecida en la SEC ID NO:5, en donde el método comprende al menos un ciclo de administracion,
en donde el ciclo es un periodo de ocho semanas, en donde para cada uno de al menos un ciclo, se administran al
menos cuatro dosis del anticuerpo de anti-LAG-3 a una dosis de respuesta plana de aproximadamente 1, 3, 10, 20,
50, 80, 100, 130, 150, 16, 180, 200, 240 o0 280 mg. En otra modalidad, se administran cuatro dosis del anticuerpo de
anti-LAG-3 a una dosis de 0,01, 0,03, 0,25, 0,1, 0,3, 10 3, 5, 8 0 10 mg/kg de peso corporal.

Los protocolos de tratamiento adecuados para tratar un tumor maligno en un paciente humano incluyen administrar al
paciente una cantidad efectiva de un inhibidor de la ruta de PD1 (por ejemplo, un anticuerpo de anti-PD1).

En algunas modalidades, un protocolo de tratamiento adecuado para tratar un tumor maligno en un paciente humano
incluye, por ejemplo, administrar al paciente una cantidad efectiva de un anticuerpo de anti-PD-1, tal como uno que
comprende los dominios de CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena pesada que tiene la secuencia
establecida en la SEC ID NO:19, y los dominios de CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena ligera que
tiene la secuencia establecida en la SEC ID NO:21, en donde el método comprende al menos un ciclo de
administracion, en donde el ciclo es un periodo de ocho semanas, en donde para cada uno de al menos un ciclo, se
administran al menos cuatro dosis del anticuerpo de anti-PD-1 a una dosis de respuesta plana de aproximadamente
50, 80, 100, 130, 150, 180, 200, 240 o0 280 mg. En otra modalidad, se administran cuatro dosis del anticuerpo de anti-
PD-1 a una dosis de 0,1, 0,3, 1, 3, 5, 8 0 10 mg/kg de peso corporal.

Los protocolos de tratamiento adecuados para tratar un tumor maligno en un paciente humano incluyen administrar al
paciente una cantidad efectiva de un anticuerpo de anti-CTLA-4.

Un protocolo de tratamiento adecuado para tratar un tumor maligno en un paciente humano incluye, por ejemplo,
administrar al paciente una cantidad efectiva de un anticuerpo de anti-CTLA-4, en donde el método comprende al
menos un ciclo de administracién, en donde el ciclo es un periodo de ocho semanas, en donde para cada uno de al
menos un ciclo, se administran al menos cuatro dosis del anticuerpo de anti-CTLA-4 a una dosis de respuesta plana
de aproximadamente 50, 80, 100, 130, 150, 180, 200, 240 o 280 mg. En otra modalidad, se administran cuatro dosis
del anticuerpo de anti-CTLA-4 a una dosis de 0,1, 0,3, 1, 3, 5, 8 0 10 mg/kg de peso corporal.

En un aspecto, los protocolos de tratamiento adecuados para tratar un tumor maligno en un paciente humano incluyen
administrar al paciente una cantidad efectiva de cada uno de un inhibidor de LAG3 (por ejemplo, un anticuerpo de anti-
LAG-3) y un inhibidor de la ruta de PD-1 (por ejemplo, un anticuerpo de anti-PD-1).

En algunas modalidades, un protocolo de tratamiento adecuado para tratar un tumor maligno en un paciente humano
incluye, por ejemplo, administrar al paciente una cantidad efectiva de cada uno de:

(a) un anticuerpo de anti-LAG-3, tal como uno que comprende los dominios de CDR1, CDR2 y CDR3 de la region
variable de cadena pesada que tiene la secuencia establecida en la SEC ID NO:3, y los dominios de CDR1, CDR2
y CDR3 de la region variable de cadena ligera que tiene la secuencia establecida en la SEC ID NO:5,

(b) un anticuerpo de anti-PD-1, tal como uno que comprende los dominios de CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién
variable de cadena pesada que tiene la secuencia establecida en la SEC ID NO:19, y los dominios de CDR1, CDR2
y CDRS3 de la region variable de cadena ligera que tiene la secuencia establecida en la SEC ID NO:21,

en donde el método comprende al menos un ciclo de administracion, en donde el ciclo es un periodo de ocho semanas,

en donde para cada uno de al menos un ciclo, se administran al menos cuatro dosis del anticuerpo de anti-LAG-3 a
una dosis de respuesta plana de aproximadamente 1, 3, 10, 20, 50, 80, 100, 130, 150, 16, 180, 200, 240 0 280 mg y
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se administran al menos cuatro dosis del anticuerpo de anti-PD-1 a una dosis de respuesta plana de aproximadamente
50, 80, 100, 130, 150, 180, 200, 240 o0 280 mg. En otra modalidad, se administran cuatro dosis del anticuerpo de anti-
LAG-3 a una dosis de 0,01, 0,03, 0,25, 0,1,0,3, 10 3, 5, 8 0 10 mg/kg de peso corporal y se administran cuatro dosis
del anticuerpo de anti-PD-1 a una dosis de 0,1, 0,3, 1, 3, 5, 8 0 10 mg/kg de peso corporal.

En una modalidad, el anticuerpo de anti-LAG-3 y el anticuerpo de anti-PD-1 se administran a las siguientes dosis:

(a) 3 mg de un anticuerpo de anti-LAG-3 y 80 mg de un anticuerpo de anti-PD-1;

(b) 3 mg de un anticuerpo de anti-LAG-3 y 240 mg de un anticuerpo de anti-PD-1;

(c) 20 mg de un anticuerpo de anti-LAG-3 y 240 mg de un anticuerpo de anti-PD-1;
(d) 80 mg de un anticuerpo de anti-LAG-3 y 160 mg de un anticuerpo de anti-PD-1;
(e) 80 mg de un anticuerpo de anti-LAG-3 y 240 mg de un anticuerpo de anti-PD-1;
(f) 160 mg de un anticuerpo de anti-LAG-3 y 240 mg de un anticuerpo de anti-PD-1; o
(g) 240 mg de un anticuerpo de anti-LAG-3 y 240 mg de un anticuerpo de anti-PD-1.

En una modalidad, el anticuerpo de anti-LAG-3 y el anticuerpo de anti-PD-1 se administran a una dosis de 20 mg de
un anticuerpo de anti-LAG-3 y 80 mg de un anticuerpo de anti-PD-1. En una modalidad, el tumor es el cancer de
pulmén.

En una modalidad, el anticuerpo de anti-LAG-3 y el anticuerpo de anti-PD-1 se administran a una dosis de 20 mg de
un anticuerpo de anti-LAG-3 y 240 mg de un anticuerpo de anti-PD-1.

En una modalidad, el anticuerpo de anti-LAG-3 y el anticuerpo de anti-PD-1 se administran a una dosis de 80 mg de
un anticuerpo de anti-LAG-3 y 240 mg de un anticuerpo de anti-PD-1. En una modalidad, el tumor es el melanoma
(por ejemplo, el melanoma experimentado con el anticuerpo de anti-PD1/PD-L1 o el tratamiento del melanoma de
primera linea), RCC (por ejemplo, RCC sin tratamiento previo con |10), NSCLC (por ejemplo, NSCLC experimentado
con el anticuerpo de anti-PD1/PD-L1), cancer gastrico (por ejemplo, cancer gastrico sin tratamiento previo con |10),
HCC (por ejemplo, HCC sin tratamiento previo con |O), NSCLC (por ejemplo, tratamiento de primera linea de NSCLC),
0 SCCHN (por ejemplo, SCCHN sin tratamiento previo con |0).

En una modalidad, el anticuerpo de anti-LAG-3 y el anticuerpo de anti-PD-1 se administran a una dosis de 240 mg de
un anticuerpo de anti-LAG-3 y 240 mg de un anticuerpo de anti-PD-1.

En una modalidad, el anticuerpo de anti-LAG-3 y el anticuerpo de anti-PD-1 se administran a una dosis de 160 mg de
un anticuerpo de anti-LAG-3 y 240 mg de un anticuerpo de anti-PD-1. En una modalidad, el tumor es el melanoma
(por ejemplo, el melanoma experimentado con el anticuerpo de anti-PD1/PD-L1 o el tratamiento del melanoma de
primera linea), RCC (por ejemplo, RCC sin tratamiento previo con |10), NSCLC (por ejemplo, NSCLC experimentado
con el anticuerpo de anti-PD1/PD-L1), cancer gastrico (por ejemplo, cancer gastrico sin tratamiento previo con |10),
HCC (por ejemplo, HCC sin tratamiento previo con |O), NSCLC (por ejemplo, tratamiento de primera linea de NSCLC),
0 SCCHN (por ejemplo, SCCHN sin tratamiento previo con |0). En otra modalidad, el tumor es el linfoma de Hodgkin
(por ejemplo, linfoma de Hodgkin tratado con IO previamente); DLBCL, linfoma de Hodgkin sin tratamiento previo con
PD-1/PD-L1, o linfoma de Hodgkin progresivo/refractario al PD-1/PD-L1.

En otra modalidad, el anticuerpo de anti-LAG-3 y el anticuerpo de anti-PD-1 se administran a las siguientes dosis:

(a) 0,3 mg/kg de un anticuerpo de anti-LAG-3 y 1 mg/kg de un anticuerpo de anti-PD-1;
(b) 0,3 mg/kg de un anticuerpo de anti-LAG-3 y 3 mg/kg de un anticuerpo de anti-PD-1;
(c) 0,25 mg/kg de un anticuerpo de anti-LAG-3 y 3 mg/kg de un anticuerpo de anti-PD-1;
(d) 1 mg/kg de un anticuerpo de anti-LAG-3 y 3 mg/kg de un anticuerpo de anti-PD-1; o
(e) 3 mg/kg de un anticuerpo de anti-LAG-3 y 3 mg/kg de un anticuerpo de anti-PD-1.

En una modalidad, la dosis del anticuerpo de anti-LAG-3 y/o de anti-PD-1 se calcula por peso corporal, por ejemplo,
mg/kg de peso corporal. En otra modalidad, la dosis del anticuerpo de anti-LAG-3 y/o de anti-PD-1 es una dosis de
respuesta plana-fijada. En otra modalidad, la dosis del anticuerpo de anti-LAG-3 y/o de anti-PD-1 varia con el tiempo.
Por ejemplo, el anticuerpo de anti-LAG-3 y/o el anticuerpo de anti-PD-1 se pueden administrar inicialmente a una alta
dosis y se pueden reducir con el tiempo. En otra modalidad, el anticuerpo de anti-LAG-3 y/o el anticuerpo de anti-PD-
1 se administran inicialmente a una baja dosis y aumentan con el tiempo.

En otra modalidad, la cantidad de los anticuerpos de anti-LAG-3 y/o de anti-PD-1 administrados es constante para
cada dosis. En otra modalidad, la cantidad del anticuerpo administrado varia con cada dosis. Por ejemplo, la dosis de
mantenimiento (0 continuacion) del anticuerpo puede ser mayor o igual que la dosis de carga que se administra
primero. En otra modalidad, la dosis de mantenimiento del anticuerpo puede ser menor o igual que la dosis de carga.

En otra modalidad, los anticuerpos de anti-LAG-3 y/o de anti-PD-1 son formulados para la administracién intravenosa.

En una modalidad, el anticuerpo de anti-PD-1 se administra en los dias 1, 15, 29, y 43 de cada ciclo. En otra modalidad,
el anticuerpo de anti-LAG-3 se administra en los dias 1, 15, 29, y 43 de cada ciclo.
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En otras modalidades, los anticuerpos de anti-LAG-3 y/o de anti-PD-1 se administran aproximadamente una vez por
semana, una vez aproximadamente cada dos o tres semanas, aproximadamente una vez al mes o mientras se observe
un beneficio clinico o hasta que exista una respuesta completa, una enfermedad progresiva confirmada o una toxicidad
que no se puede manejar.

En otra modalidad, un ciclo de administracion es de ocho semanas, el cual se puede repetir, cuando sea necesario.
En otra modalidad, el tratamiento consiste de hasta 12 ciclos.

En otra modalidad, se administran 4 dosis del anticuerpo de anti-PD-1 por ciclo de ocho semanas. En otra modalidad,
se administran 4 dosis del anticuerpo de anti-LAG-3 por ciclo de ocho semanas.

En otra modalidad, el anticuerpo de anti-PD-1 y el anticuerpo de anti-LAG-3 se administran como una primera linea
de tratamiento (por ejemplo, el tratamiento inicial o el primer tratamiento). En otra modalidad, el anticuerpo de anti-PD-
1 y el anticuerpo de anti-LAG-3 se administran como una segunda linea de tratamiento (por ejemplo, después del
tratamiento inicial o el primer tratamiento, incluyendo después de una recaida y/o en donde el primer tratamiento ha
fallado).

Las siguientes modalidades que se refieren a un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1 han de entenderse
que especifican el inhibidor de LAG-3 como un anticuerpo anti-LAG-3 o un fragmento de unién a antigeno del mismo
y el inhibidor de la ruta de PD-1 como un anticuerpo anti-PD-1 o un fragmento de union a antigeno del mismo, un
anticuerpo anti-PD-L1 o un fragmento de unién a antigeno del mismo un anticuerpo anti-PD-L2 o un fragmento de
union a antigeno del mismo. Ademas, en las siguientes modalidades, el paciente humano a tratar se predice que
responde al tratamiento cuando una muestra del tumor maligno del paciente es positiva para LAG-3 y la muestra es
positiva para LAG-3 cuando la muestra comprende al menos aproximadamente un 1 % de células que expresan LAG-
3, en donde las células que expresan LAG-3 comprenden linfocitos infiltrantes del tumor. Cualquier referencia a los
métodos de tratamiento se refiere al inhibidor o el anticuerpo de la presente invencién para su uso en un método para
el tratamiento del cuerpo humano mediante terapia. En una modalidad, la invencidén proporciona un método para tratar
un paciente humano con melanoma no resecable 0 metastasico, que comprende: administrar al paciente una cantidad
terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1; en donde el paciente ha sido
tratado previamente con un inhibidor de PD-1. En algunas modalidades, la invenciéon proporciona un método para
tratar un paciente humano con melanoma no resecable 0 metastasico, que comprende: administrar al paciente una
cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de la ruta de PD-1; en donde el paciente
ha sido tratado previamente con un inhibidor de PD-L1. En ciertas modalidades, la invencion se refiere a un método
para tratar un paciente humano con melanoma no resecable o metastasico, que comprende: administrar al paciente
una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de laruta de PD-1; en donde el paciente
ha sido tratado previamente con un inhibidor de PD-1, y en donde el melanoma expresa LAG-3. En una modalidad, la
invencién se refiere a un método para tratar un paciente humano con melanoma no resecable o metastasico, que
comprende: administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de
la ruta de PD-1; en donde el paciente ha sido tratado previamente con un inhibidor de PD-L1, y en donde el melanoma
expresa LAG-3. En una modalidad, la invencion proporciona un método para tratar un paciente humano con melanoma
que ha progresado durante o después del tratamiento con un inhibidor de la ruta de PD-1 o un inhibidor de la ruta de
PD-L1, que comprende: administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un
inhibidor de la ruta de PD-1; en donde el paciente ha sido tratado previamente con un inhibidor anti-PD-1. En algunas
modalidades, la invencion proporciona un método para tratar un paciente humano con melanoma que ha progresado
durante o después del tratamiento con un inhibidor de la ruta de PD-1 o un inhibidor de la ruta de PD-L1, que
comprende: administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de
la ruta de PD-1; en donde el paciente ha sido tratado previamente con un inhibidor de anti-PD-L1. En ciertas
modalidades, la invencion proporciona un método para tratar un paciente humano con melanoma que ha progresado
durante o después del tratamiento con un inhibidor de la de ruta de PD-1 o un inhibidor de la ruta de PD-L1, que
comprende: administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de
la ruta de PD-1; en donde el paciente ha sido tratado previamente con un inhibidor de anti-PD-1, y en donde el
melanoma expresa LAG-3. En una modalidad, el inhibidor o el anticuerpo es para su uso en un método para tratar un
paciente humano con melanoma que ha progresado durante o después del tratamiento con un inhibidor de la ruta de
PD-1 o un inhibidor de la ruta de PD-L1, que comprende: administrar al paciente una cantidad terapéuticamente
efectiva de un inhibidor de LAG-3 y un inhibidor de |la ruta de PD-1; en donde el paciente ha sido tratado previamente
con un inhibidor de anti-PD-L1, y en donde el melanoma expresa LAG-3. En algunas modalidades, la expresién de
LAG-3 del melanoma es > 1 %. En una modalidad, el anticuerpo de PD-1 es el nivolumab. En una modalidad, el
anticuerpo de LAG-3 es BMS-986016. En una modalidad, el inhibidor de la ruta de PD-1 administrado es un anticuerpo
de anti-PD-L1.

En una modalidad, el anticuerpo de anti-LAG-3 es BMS-986016 y el anticuerpo de anti-PD-1 es el nivolumab. En una
modalidad, el anticuerpo de anti-LAG-3 es MK-4280 y el anticuerpo de anti-PD-1 es el pembrolizumab. En una
modalidad, el anticuerpo de anti-LAG-3 es REGN3767 y el anticuerpo de anti-PD-1 es REGN2810. En una modalidad,
el anticuerpo de anti-LAG-3 es LAG525 (publicacion internacional nimero W02015/138920) y el anticuerpo de anti-
PD-1 es PDRO0O1.
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En otro aspecto, la invencion presenta cualquiera de las modalidades mencionadas anteriormente, en donde el
anticuerpo de anti-PD-1 es reemplazado por, 0 combinado con, un anticuerpo de anti-PD-L1 o de anti-PD-L2.

En otro aspecto, la invencion presenta cualquiera de las modalidades mencionadas anteriormente, en donde la
administracion del anticuerpo de anti-LAG-3 o un fragmento de unién al antigeno del mismo y el inhibidor de la ruta de
PD-1 (por ejemplo, un anticuerpo de anti-PD-1) activa las células T del paciente. En algunas modalidades, la
administracion del anticuerpo de anti-LAG-3 o un fragmento de unién al antigeno del mismo y el inhibidor de la ruta de
PD-1 (por ejemplo, un anticuerpo de anti-PD-1) induce la expresion de los marcadores de activacion por medio de las
células T del paciente. La expresion de los marcadores de activacion por medio de las células T del paciente se puede
detectar analizando una muestra del paciente, por ejemplo, los linfocitos periféricos o los linfocitos infiltrantes del tumor
usando la citometria de flujo.

En otro aspecto, la invencion presenta cualquiera de las modalidades mencionadas anteriormente, en donde la
administracion del anticuerpo de anti-LAG-3 o un fragmento de union al antigeno del mismo conduce a la ocupacion
de al menos aproximadamente 10 %, al menos aproximadamente 20 %, al menos aproximadamente 30 %, al menos
aproximadamente 40 %, al menos aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 60 %, al menos
aproximadamente 70 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos
aproximadamente 95 %, o aproximadamente 100 % de los receptores de LAG-3 en las células T del paciente. En
algunas modalidades, las células T son células T CD8+. En algunas modalidades, las células T son células T infiltrantes
del tumor.

En otro aspecto, la invencion presenta cualquiera de las modalidades mencionadas anteriormente, en donde el
protocolo de tratamiento comprende ademas la administracién de al menos un agente terapéutico adicional. En
algunas modalidades, al menos un agente terapéutico adicional es un agente quimioterapéutico. En algunas
modalidades, al menos un agente terapéutico adicional es un inhibidor del punto de control inmunolégico.

12. Resultados

Con respecto a las lesiones objetivo, las respuestas a la terapia pueden incluir;

Respuesta completa (CR)
(RECIST V1.1)

Desaparicion de todas las lesiones objetivo. Cualquier ganglio linfatico patoldgico (ya
sea objetivo 0 no objetivo) debe tener una reduccion en el eje corto hasta < 10 mm.

Respuesta parcial (PR)
(RECIST V1.1)

Al menos una reduccion del 30 % en la suma de los diametros de las lesiones objetivo,
tomando como referencia los diametros de la suma de la linea base.

Enfermedad progresiva
(PD) (RECIST V1.1)

Al menos un aumento del 20 % en la suma de los diametros de las lesiones objetivo,
tomando como referencia la suma mas pequefa en el estudio (esto incluye la suma de
la linea base si esta es la mas pequefa en el estudio). Ademas del aumento relativo
del 20 %, la suma también debe demostrar un aumento absoluto de al menos 5 mm.
(Nota: la aparicion de una 0 mas lesiones nuevas también se considera progresion).

Enfermedad estable (SD)
(RECIST V1.1)

Ni una contraccion suficiente para calificar para PR ni un aumento suficiente para
calificar para PD, tomando como referencia los diametros de la suma mas pequefa
durante el estudio.

Respuesta completa
relacionada
inmunolégicamente (irCR)
(rRECIST)

Desaparicion de todas las lesiones objetivo. Cualquier ganglio linfatico patoldgico (ya
sea objetivo 0 no objetivo) debe tener una reduccion en el eje corto hasta < 10 mm.

Respuesta parcial
relacionada
inmunologicamente (irPR)
(rRECIST)

Al menos una reduccién del 30% en la suma de los diametros de las lesiones objetivo
y todas las nuevas lesiones medibles (es decir, el cambio porcentual en la carga
tumoral), tomando como referencia los diametros de la suma de la linea base. Nota: la
aparicion de nuevas lesiones medibles se tiene en cuenta en la carga tumoral general,
pero no califica automaticamente como enfermedad progresiva hasta que la suma de
los diametros aumenta en > 20 % comparado con el nadir.

Enfermedad progresiva
relacionada
inmunologicamente (irPD)
(rRECIST)

Al menos un aumento del 20 % en la carga tumoral (es decir, la suma de los diametros
de las lesiones objetivo y cualquier nueva lesion medible) tomando como referencia la
suma mas pequefia en el estudio (esto incluye la suma de la linea base si esta es la
mas pequefa en el estudio). Ademas del aumento relativo del 20 %, la suma también
debe demostrar un aumento absoluto de al menos 5 mm. Las evaluaciones del tumor
que usan criterios relacionados inmunologicamente para la enfermedad progresiva
incorporan la contribucién de nuevas lesiones medibles. Cada cambio porcentual neto
en la carga del tumor por evaluacién se tiene en cuenta para las caracteristicas
cinéticas de tamafo y crecimiento de las lesiones nuevas y viejas a medida que
aparecen.
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(continuacion)

Enfermedad estable relacionada
inmunologicamente (irSD) (irRECIST)

Ni una contraccion suficiente para calificar para irPR ni un aumento suficiente
para calificar para irPD, tomando como referencia los diametros de suma mas
pequeia durante el estudio.

Con respecto a las lesiones no objetivo, las respuestas a la terapia pueden incluir;

Respuesta completa (CR)
(RECIST V1.1)

Desaparicion de todas las lesiones no objetivo. Todos los ganglios linfaticos no deber
ser patrologicos en tamafo (eje corto < 10 mm).

Sin CR/sin PD (RECIST
V1.1)

Persistencia de una o mas lesion(es) no objetivo.

Enfermedad progresiva
(PD) (RECIST V1.1)

Progresién inequivoca de las lesiones no objetivo existentes. La aparicion de una o
mas lesiones nuevas también se considera progresion.

Respuesta completa
relacionada
inmunolégicamente (irCR)
(rRECIST)

Desaparicion de todas las lesiones no objetivo. Todos los ganglios linfaticos no deber
ser patrologicos en tamafo (eje corto < 10 mm).

Enfermedad progresiva
relacionada
inmunolégicamente (irPD)
(rRECIST)

Los aumentos en el numero o tamafo de la(s) lesidn(es) no objetivo no constituyen
una enfermedad progresiva a menos que/hasta que la carga del tumor aumente en 20
% (es decir, la suma de los diametros en el nadir de las lesiones objetivo y
cualesquiera nuevas lesiones medibles aumentan en la cantidad requerida). Las

lesiones no objetivo no se consideran en la definicion de enfermedad estable y
respuesta parcial.

Los pacientes tratados de acuerdo con los métodos descritos aqui preferentemente experimentan una mejora en al
menos un signo del cancer. En una modalidad, la mejora se mide por medio de una reduccion en la cantidad y/o
tamafo de las lesiones tumorales medibles. En otra modalidad, las lesiones se pueden medir en radiografias de torax
0 en peliculas de CT o MRI. En otra modalidad, se puede usar la citologia o histologia para evaluar la reactividad a
una terapia.

En una modalidad, el paciente tratado exhibe una respuesta completa (CR), una respuesta parcial (PR), una
enfermedad estable (SD), una enfermedad completa relacionada inmunologicamente (irCR), una respuesta parcial
relacionada inmunolégicamente (irPR), o una enfermedad estable relacionada inmunolégicamente (irSD). En otra
modalidad, el paciente tratado experimenta una contraccion del tumor y/o una reduccion en la tasa de crecimiento, es
decir, una supresion del crecimiento del tumor. En otra modalidad, se reduce o inhibe la proliferacion celular no
deseada. Todavia en otra modalidad, pueden ocurrir uno 0 mas de los siguientes: se puede reducir el nimero de
células cancerosas; se puede reducir el tamafno del tumor; se puede inhibir, retardar, ralentizar, o detener la infiltracién
de las células cancerosas en los o6rganos periféricos; se puede ralentizar o inhibir la metastasis tumoral; se puede
inhibir el crecimiento del tumor; se puede prevenir o retardar la recurrencia del tumor; se pueden aliviar hasta cierto
punto uno o0 mas de los sintomas asociados con el cancer.

En otras modalidades, la administracidon de las cantidades efectivas de una combinacidn del anticuerpo de anti-LAG-
3 y de anti-PD-1 de acuerdo con cualquiera de los métodos provistos aqui, produce al menos un efecto terapéutico
seleccionado del grupo que consiste de una reduccion del tamafo de un tumor, una reduccion en el nimero de las
lesiones metastasicas que aparecen con el tiempo, remision completa, remision parcial, o enfermedad estable.

Todavia en otras modalidades, los métodos de tratamiento producen una tasa de beneficio clinico
(CBR=CR+PR+SD>6 meses) mejor que aquella lograda por medio de un método de tratamiento que no comprende
una etapa de (i) determinar el nivel de expresion de LAG-3 en una muestra del tumor antes del tratamiento, (ii)
seleccionar un tumor positivo a LAG-3 para el tratamiento, (iii) tratar un tumor que ha sido identificado como positivo
a LAG-3 antes del tratamiento, o (iv) cualquier combinacion de las mismas. En otras modalidades, la mejora de la tasa
de beneficio clinico es de aproximadamente 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o mas comparado con un
método de tratamiento que no comprende una etapa de (i) determinar el nivel de expresion de LAG-3 en una muestra
del tumor antes del tratamiento, (ii) seleccionar un tumor positivo a LAG-3 para el tratamiento, (iii) tratar un tumor que
ha sido identificado como positivo a LAG-3 antes del tratamiento, o (iv) cualquier combinacién de las mismas.

Todavia en otras modalidades, los métodos de tratamiento producen una tasa de respuesta objetivo (ORR=CR+PR)
de al menos aproximadamente 15 %, al menos aproximadamente 20 %, al menos aproximadamente 25 %, al menos
aproximadamente 30 %, al menos aproximadamente 40 %, al menos aproximadamente 50 %, al menos
aproximadamente 60 %, al menos aproximadamente 70 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos
aproximadamente 90 %, o aproximadamente 100 %. En una modalidad, los métodos de tratamiento producen una
tasa de respuesta objetivo de al menos aproximadamente 15 %, en donde el tumor maligno es un melanoma positivo
a LAG-3 que es resistente al tratamiento con un anticuerpo de anti-PD-1 o de anti-PD-L1. En algunas modalidades, la
duracién promedio de la respuesta es > 3 meses, > 6 meses, > 12 meses, 0 > 18 meses. En una modalidad, la duracidn
promedio de la respuesta es > 6 meses. En algunas modalidades, la frecuencia de los pacientes con una duracion de
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la respuesta > 6 meses es de al menos aproximadamente 30 %, al menos aproximadamente 40 %, al menos
aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 60 %, al menos aproximadamente 70 %, al menos
aproximadamente 80 %, al menos aproximadamente 90 %, o 100 %.

Todavia en otras modalidades, los métodos de tratamiento producen una tasa de respuesta objetivo (ORR=CR+PR)
mejor que aquella lograda por medio de un método de tratamiento que no comprende una etapa de (i) determinar el
nivel de expresion de LAG-3 en un muestra del tumor antes del tratamiento, (ii) seleccionar un tumor positivo a LAG-
3 para el tratamiento, (iii) tratar un tumor que ha sido identificado como positivo a LAG-3 antes del tratamiento, o (iv)
cualquier combinacion de las mismas. En otras modalidades, la mejora de la tasa de respuesta objetivo es de
aproximadamente 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o mas comparado con un método de tratamiento que
no comprende una etapa de (i) determinar el nivel de expresion de LAG-3 en una muestra del tumor antes del
tratamiento, (ii) seleccionar un tumor positivo a LAG-3 para el tratamiento, (iii) tratar un tumor que ha sido identificado
como positivo a LAG-3 antes del tratamiento, o (iv) cualquier combinacién de las mismas. En algunas modalidades, la
duracién promedio de la respuesta es > 3 meses, > 6 meses, > 12 meses, 0 > 18 meses. En una modalidad, la duracidn
promedio de la respuesta es > 6 meses.

Todavia en otras modalidades, los métodos de tratamiento producen una tasa de control de la enfermedad
(DRR=CR+PR+SD) de al menos aproximadamente 20 %, al menos aproximadamente 30 %, al menos
aproximadamente 40 %, al menos aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 60 %, al menos
aproximadamente 70 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos aproximadamente 90 %, o aproximadamente
100 %. En una modalidad, los métodos de tratamiento producen una tasa de control de la enfermedad de al menos
aproximadamente 70 %, en donde el tumor maligno es un melanoma positivo a LAG-3 que es resistente al tratamiento
con un anticuerpo de anti-PD-1 o de anti-PD-L1. En algunas modalidades, la duracion promedio de la respuesta es >
3 meses, > 6 meses, > 12 meses, 0 > 18 meses. En una modalidad, la duracion promedio de la respuesta es > 6
meses. En algunas modalidades, la frecuencia de los pacientes con una duracion de la respuesta > 6 meses es de al
menos aproximadamente 30 %, al menos aproximadamente 40 %, al menos aproximadamente 50 %, al menos
aproximadamente 60 %, al menos aproximadamente 70 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos
aproximadamente 90 %, o 100 %.

Todavia en otras modalidades, los métodos de tratamiento producen una tasa de control de la enfermedad
(DRR=CR+PR+SD) mejor que aquella lograda por medio de un método de tratamiento que no comprende una etapa
de (i) determinar el nivel de expresion de LAG-3 en una muestra del tumor antes del tratamiento, (i) seleccionar un
tumor positivo a LAG-3 para el tratamiento, (iii) tratar un tumor que ha sido identificado como positivo a LAG-3 antes
del tratamiento, o (iv) cualquier combinacion de las mismas. En otras modalidades, la mejora de la tasa de control de
la enfermedad es de aproximadamente 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o mas comparado con un método
de tratamiento que no comprende una etapa de (i) determinar el nivel de expresion de LAG-3 en una muestra del
tumor antes del tratamiento, (ii) seleccionar un tumor positivo a LAG-3 para el tratamiento, (iii) tratar un tumor que ha
sido identificado como positivo a LAG-3 antes del tratamiento, o (iv) cualquier combinacién de las mismas. En algunas
modalidades, la duracion promedio de la respuesta es > 3 meses, > 6 meses, > 12 meses, 0 > 18 meses. En una
modalidad, la duracidn promedio de la respuesta es > 6 meses.

13. Kits y formas de dosificacidon unitaria

Un kit de diagnostico que comprende un anticuerpo de anti-LAG-3 puede usarse para ensayar la expresion de LAG-3
como un biomarcador para la seleccidén de los pacientes para la inmunoterapia o para predecir la eficacia de la
inmunoterapia. Los kits generalmente incluyen una etiqueta que indica el uso propuesto de los contenidos del kit e
instrucciones para su uso. El término “etiqueta” incluye cualquier material escrito o grabado suministrado sobre o con
el kit, 0 que acompafa de otra manera al kit. Un kit de diagnostico puede comprender un primer anticuerpo de anti-
LAG-3 para ensayar, detectar, y/o cuantificar la expresion de LAG-3 se empaqueta conjuntamente con al menos un
anticuerpo terapéutico (por ejemplo, un segundo anticuerpo de anti-LAG-3, un anticuerpo de anti-PD-1, un anticuerpo
de anti-PD-L1, y/o un anticuerpo de anti-CTLA-4) para el tratamiento de un tumor positivo a LAG-3. El kit puede
comprender ademas un anticuerpo de anti-PD-L1 para ensayar, detectar, y/o cuantificar la expresion de PD-L1 como
un biomarcador para predecir la eficacia de la inmunoterapia. En una modalidad, la inmunoterapia comprende
administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de LAG-3 (por ejemplo, un anticuerpo
de anti-LAG-3) y un inhibidor de la ruta de PD-1 (por ejemplo, un anticuerpo de anti-PD1 o un anticuerpo de anti-PD-
L1).

Un kit de diagndstico puede comprender un anticuerpo monoclonal de LAG-3 anti-humano para ensayar, detectar, y/o
cuantificar la expresion de LAG-3. Véase, por ejemplo, J. Matsuzaki, et al.; PNAS 107, 7875 (2010).

También se proporcionan (pero no se reivindican) aqui kits terapéuticos que incluyen una composicién farmacéutica
que contiene un anticuerpo de anti-LAG-3, tal como BMS-986016, y un anticuerpo de anti-PD-1, tal como el nivolumab,
y un portador farmacéuticamente aceptable, en una cantidad terapéuticamente efectiva, en donde los kits son para su
uso en el tratamiento de un tumor maligno en un paciente humano, en donde el paciente se predice que responde al
tratamiento cuando una muestra del tumor maligno del paciente es positivo para LAG-3 y en donde la muestra es
positiva para LAG-3 cuando la muestra comprende al menos aproximadamente un 1 % de células que expresan LAG-
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3, en donde las células que expresan LAG-3 comprenden linfocitos infiltrantes del tumor. En ciertas modalidades de
un kit terapéutico, el anticuerpo de anti-LAG-3 se empaqueta conjuntamente con un anticuerpo de anti-PD-1 en una
forma de dosificacion unitaria. Los kits opcionalmente también pueden incluir instrucciones, por ejemplo, que
comprenden programas de administracion, para permitir que un especialista médico (por ejemplo, un médico,
enfermera, o paciente) administre la composicion contenida alli para administrar la composiciéon a un paciente que
tiene cancer (por ejemplo, un tumor sélido). El kit también puede incluir una jeringa.

Opcionalmente, los kits de diagnédstico y/o terapéuticos incluyen multiples paquetes de las composiciones
farmacéuticas de una sola dosis, cada una que contiene una cantidad efectiva del anticuerpo de anti-LAG-3 o de anti-
PD-1 para una sola administracion de acuerdo con los métodos provistos anteriormente. Los instrumentos o
dispositivos necesarios para administrar la(s) composicion(es) farmacéutica(s) también pueden estar incluidos en los
kits. Por ejemplo, un kit puede proporcionar una o mas jeringas prellenadas que contienen una cantidad del anticuerpo
de anti-LAG-3 o de anti-PD-1.

En un ejemplo que no se reivindica, la divulgacion proporciona un kit para su uso para tratar un paciente afectado por
un tumor maligno, el kit, por ejemplo, que comprende:

(a) una dosis de un anticuerpo de anti-LAG-3, tal como uno que comprende los dominios de CDR1, CDR2 y CDR3
de la region variable de cadena pesada que tiene la secuencia establecida en la SEC ID NO:3, y los dominios de
CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena ligera que tiene la secuencia establecida en la SEC ID NO:5;
(b) una dosis de un anticuerpo de anti-PD-1, tal como uno que comprende los dominios de CDR1, CDR2 y CDR3
de laregioén variable de cadena pesada que tiene la secuencia establecida en la SEC ID NO:19, y los dominios de
CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién variable de cadena ligera que tiene la secuencia establecida en la SEC ID
NO:21;y

(c) instrucciones para usar el anticuerpo de anti-LAG-3 y el anticuerpo de anti-PD-1 en el tratamiento de un tumor
maligno en un paciente humano, en donde el paciente se predice que responde al tratamiento cuando una muestra
del tumor maligno del paciente es positiva para LAG-3 y en donde la muestra es positiva para LAG-3 cuando la
muestra comprende al menos aproximadamente un 1 % de células que expresan LAG-3, en donde las células que
expresan LAG-3 comprenden linfocitos infiltrantes del tumor.

En algunas modalidades, el tumor maligno es un tumor positivo a LAG-3. En algunas modalidades, el tumor maligno
es un tumor positivo a LAG-3/PD-L1. En algunas modalidades, el tumor maligno es un tumor positivo a LAG-3/negativo
a PD-L1.

En algunas modalidades, el tumor maligno es el melanoma.

La presente invencion se ilustra adicionalmente por medio de los siguientes ejemplos que no deben ser interpretados
como limitantes adicionalmente.

Ejemplos
EJEMPLO 1
Optimizacién y validacion de un ensayo para la deteccion automatizada de LAG3 (clon de raton 17B4) por medio de

la inmunohistoquimica de una sola tincidén con un cromédgeno de DAB y evaluacién por medio del analisis de imagenes
en un tejido humano intercalado en parafina, filado en formalina

El propodsito de este estudio fue validar un ensayo inmunohistoquimico para el gen 3 de activacién de linfocitos (LAG3)
usando un anticuerpo disponible comercialmente (clon de ratén 17B4) de LS Biosciences, para su uso en un tejido
humano intercalado en parafina, fijado en formalina (FFPE).

La inmunohistoquimica (IHC) se refiere al proceso de localizacion de proteinas u otras moléculas en las células de
una seccion del tejido. La tincién inmunohistoquimica se usa ampliamente en el diagnéstico del cancer y se ha usado
recientemente para ayudar a predecir si es probable que los pacientes respondan a un agente quimioterapéutico
objetivo. A diferencia de muchas otras técnicas analiticas, tales como la Western blot o ELISA, la IHC conserva la
localizacion espacial de la expresion de proteinas dentro de una muestra del tejido. Esta técnica involucra usar un
anticuerpo (anticuerpo primario) para unirse especificamente a un objetivo dentro del contexto celular y luego usar el
anticuerpo unido para depositar un tinte en la regidn del objetivo.

Sistema de prueba. La validacién de FFPE se llevé a cabo en muestras humanas remanentes, no identificadas, o
anonimizadas. Los tejidos usados para las pruebas y analisis de la sensibilidad incluyeron 40 canceres uroteliales de
vejiga, 41 canceres gastricos/GEJ, 41 HNSCC, 41 melanomas, 41 NSCLC, y 43 RCC. El control positivo y negativo
seleccionado para la IHC de LAG3 fue un tejido de la amigdala. El tejido de la amigdala contiene caracteristicas
celulares que son positivas y negativas a LAG3.

Articulos de prueba. El anticuerpo del clon de raton 17B4 de LAG3 se adquirié de LS Biosciences (Seattle, WA) y se
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almaceno a -20 °C. Un anticuerpo de control del isotipo de IgG de ratdn se adquirid de BD Pharmingen (San Jose,
CA) y se almaceno a 2-8 °C.

Inmunohistoquimica. La inmunohistoquimica se llevé a cabo de acuerdo con las técnicas estandares de laboratorio.

Preprocesamiento. El procedimiento para el analisis de IHC del LAG3 (clon de raton 17B4) se llevo a cabo por medio
de una deteccion automatizada a temperatura ambiente (TA) sobre el aparato de Leica Bond Rx (Leica Biosystems,
Buffalo Grove, IL) usando reactivos disponibles comercialmente. Las muestras se seccionaron con un espesor de 4
micrones, se montaron sobre portaobjetos de vidrio con carga positiva, se secaron, se hornearon, se desparafinaron,
y se rehidrataron fuera de la linea. Luego, los tejidos se colocaron sobre el aparato de tincion automatico y se
sometieron a un tratamiento previo usando la solucién de recuperacion del epitopo 1 (# de catalogo AR9961, Leica)
durante 20 minutos a 100 °C seguido por un enjuague con una solucion amortiguadora de lavado de unién (# de
catalogo AR9590, Leica) a TA.

Los tejidos de ensayo del cromogeno de DAB se incubaron con un bloque de peroxido (# de catdlogo DS9800, Leica)
durante 5 minutos seguido por 3 enjuagues en una solucion amortiguadora de lavado de union. Los tejidos se
incubaron con un blogue de proteinas, libre de suero (# de catalogo X0909, Dako, Carpinteria, CA) durante 5 minutos,
seguido por una incubacion con el anticuerpo primario o el reactivo de control negativo del isotipo diluido en un
diluyente del anticuerpo primario de union (# de catalogo AR9352, Leica) durante 30 minutos y 3 enjuagues en una
solucidon amortiguadora de lavado de unién. Los tejidos se incubaron con una solucion post primaria (kit de deteccion
de refinacion del polimero de union, # de catalogo DS9800, Leica) durante 8 minutos seguido por 3 enjuagues en una
soluciéon amortiguadora de lavado de unién durante 2 minutos cada uno. Los tejidos se incubaron con un polimero (kit
de deteccion de refinacion del polimero de unidén) durante 8 minutos seguido por 3 enjuagues en una solucion
amortiguadora de lavado de union durante 2 minutos cada uno y 2 enjuagues en agua destilada. Los tejidos se
incubaron con DAB (kit de deteccion de refinacién del polimero de union) durante 10 minutos seguido por 4 enjuagues
en agua destilada.

Los tejidos de ensayo del cromodgeno rojo se incubaron luego con peroxido de hidréogeno al 3 % durante 5 minutos
seguido por 3 enjuagues en una solucion amortiguadora de lavado de union. Los tejidos se incubaron con un bloque
de proteinas, libre de suero durante 5 minutos, seguido por una incubacion con el anticuerpo primario o el reactivo de
control negativo del isotipo diluido en un diluyente del anticuerpo primario de union durante 30 minutos y 3 enjuagues
en una solucién amortiguadora de lavado de unidn. Los tejidos se incubaron con un AP post primario (# de catalogo
DS9390, kit de deteccion rojo de refinacion del polimero de unién, Leica) durante 20 minutos seguido por 3 enjuagues
en una solucién amortiguadora de lavado de union durante 2 minutos cada uno. Los tejidos se incubaron con un AP
del polimero (kit de deteccion rojo de refinacidon del polimero de unidn) durante 30 minutos seguido por 3 enjuagues
en una solucion amortiguadora de lavado de unidén durante 2 minutos cada uno y 2 enjuagues en agua destilada. Los
tejidos se incubaron con un kit de refinacion rojo (kit de deteccion rojo de refinacion del polimero de union) durante 10
minutos seguido por 4 enjuagues en agua destilada.

Los tejidos del posprocesamiento se incubaron con hematoxilina (kit de deteccion de refinacion del polimero de unidn)
durante 5 minutos seguido por un enjuague en agua destilada y un enjuague en una solucién amortiguadora de lavado
de union. El montaje del cubreobjetos se llevd a cabo fuera de la linea usando un cubreobjetos de vidrio automatizado
(Leica) de acuerdo con los procedimientos estandares.

Los portaobjetos se escanearon usando un sistema de Aperio Turbo AT (Aperio, Vista, CA) para producir imagenes
completas del portaobjetos. Se proporciona una imagen JPEG 20X de cada tincidn para este informe.

Los tejidos del analisis de imagenes tefidos con LAG3 (clon de ratén 17B4) usando un cromdgeno de DAB o un
cromdgeno rojo se evaluaron por medio del andlisis de imagenes con un algoritmo Nuclear v9 de Aperio. EI ROl incluye
el area del tejido del tumor con estroma interpuesto. Las areas excluidas del andlisis incluyen el tejido normal, areas
estromales mas grandes, tejido necrotico, alquitran (si es posible) y el dispositivo de tincion.

Se selecciond un algoritmo nuclear porque las tinciones citoplasmicas grandes en las células pequefias, tales como
las células inmunoldgicas, frecuentemente oscurecen la hematoxilina en el nucleo. El algoritmo citoplasmico y de la
membrana requiere la visualizacion de la hematoxilina en el nucleo para cuantificar una célula. El algoritmo nuclear
tiene una caracteristica llamada “orificios de llenado” que llenara la parte central de un linfocito si estd presente la
hematoxilina y lo registrara como una célula.

Evaluacién inmunologica visual del pat6logo. Un subconjunto de muestras dentro del intervalo dinamico también fueron
evaluadas por un patdlogo durante el QC del andlisis de imagenes. El proposito de la evaluacion inmunoldgica visual
del patdlogo es proporcionar un resultado de respaldo en el caso de que una evaluacién del analisis de imagenes no
produzca un resultado preciso como el considerado por un patdlogo certificado por la junta. Las razones para la falla
del analisis de imagenes pueden incluir, pero no estan limitadas a: 1) contratincién luminosa; 2) tejido triturado; 3)
presencia de alquitran en los tejidos de NSCLC; 4) tincion de hemosiderina; 0 5) presencia de melanina que impide la
evaluacion. La evaluacion inmunolégica visual del patdlogo es el porcentaje de células inmunoldgicas positivas dentro
de la region anotada (para imitar el algoritmo).
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Validacion-sensibilidad del ensayo de IHC del LAG3. Se llevo a cabo un anadlisis de sensibilidad usando el ensayo de
IHC del LAG3 (clon de raton 17B4) optimizado en 247 tejidos humanos de FFPE (40 canceres uroteliales de vejiga,
41 canceres gastricos/GEJ, 41 HNSCC, 41 melanomas, 41 NSCLC, 43 RCC) para demostrar el intervalo dinamico del
ensayo dentro de las 6 indicaciones. Todas las muestras fueron evaluadas por medio del analisis de imagenes de 1
ROI (tumor + estroma interpuesto) y un subconjunto de los tejidos (10 cada uno dentro de las 6 indicaciones) también
fueron evaluados por medio de la evaluacion inmunoldgica visual del patélogo.

En promedio, la expresion de LAG-3 (clon de ratdon 17B4) fue mas alta en el melanoma (3.54 %), seguido por el cancer
urotelial de vejiga (2,58 %), NSCLC (1,68 %), HNSCC (1,47 %), cancer gastrico/GEJ (1,27 %), y RCC (1,24 %). La
positividad varié de 0,01 % a 25,57 % con un promedio de 1,95 % y una mediana de 0,84 %. El uso de un umbral de
2 % demostrd 192 tejidos negativos y 55 positivos (12 uroteliales de vejiga, 6 de cancer gastrico/GEJ, 7 de HNSCC,
18 de melanoma, 8 de NSCLC, y 4 de RCC).

La figura 1 muestra los patrones de tincion de anti-LAG-3 observados en las muestras del tumor usando la IHC
monoplex. Los patrones de tincidn observados incluyeron la localizacion de la membrana/citoplasmica parcial, la
localizacion semejante a puntos, y la localizacion de la membrana/citoplasmica completa.

La figura 2 muestra la distribucion de la frecuencia de las células positivas a LAG-3 como una proporcion de las células
del tumor totales a través de varios tumores detectados por la IHC de LAG-3 monoplex.

EJEMPLO 2

Eficacia inicial del gen 3 de activacion anti-linfocitos (anti-LAG-3; BMS-986016) en combinacidn con nivolumab en los
pacientes con melanoma tratados previamente con una terapia con anti-PD1/PD-L1

El bloqueo simultaneo de los LAG-3 y PD-1 reguladores de las células T negativas puede funcionar sinergisticamente
para restaurar la activacion de las células Ty mejorar la inmunidad antitumoral. Los datos de un estudio de fase 1/2a
de BMS-986016 (mAb de IgG4 completamente humano que tiene como objetivo el LAG-3) + nivolumab (mAb de I1gG4
completamente humano que tiene como objetivo la PD-1) demostraron que la combinacion fue bien tolerada y mostré
una actividad antitumoral prometedora en los pacientes con melanoma que fueron refractarios a, o recayeron durante
la terapia con anti-PD-1/PD-L1 previa (NCT01968109; Ascierto ef al. J Clin Oncol. 2017;35(suppl) [resumen 9520]). A
continuacién se muestran los datos de la eficacia en los pacientes con melanoma avanzado que progresaron en la
terapia con anti-PD-1/PD-L1 previa.

Este fue un estudio de fase I/lla, de etiqueta abierta, de aumento de dosis y de expansidn de la cohorte que evaluo la
seguridad, la tolerabilidad, y la eficacia de BMS-986016 administrado solo o en combinacidn con el nivolumab en los
pacientes con tumores solidos avanzados. Los pacientes recibieron terapia de estudio por via intravenosa una vez
cada dos semanas durante un maximo de doce ciclos de tratamiento de 8 semanas. La dosis combinada para la
expansion fue 80 mg de BMS-986016 + 240 mg de nivolumab.

El disefio del estudio y los puntos finales se muestran en las figuras 3A-3By 17.

Los criterios de elegibilidad clave para los pacientes en la cohorte de expansién de |O previa al melanoma se muestran
en las figuras 3A-3B.

Resultados. A partir del corte de datos del 7 de abril de 2017, se trataron 212 pacientes, incluyendo 55 pacientes con
melanoma que progresaron en la terapia con anti-PD1/PD-L1 previa (mel previo a 10). De los 212 pacientes, el 61 %
todavia estuvo en tratamiento en el corte de datos. De los 83 pacientes que interrumpieron el tratamiento, la razon
principal fue la progresion de la enfermedad (86 %). De la cohorte de mel previo a IO, el 67 % de los pacientes tuvieron
una enfermedad de M1C sin metastasis cerebral, el 15 % tuvo lactato deshidrogenasa (LDH) > 2 veces el limite
superior normal (ULN) y el 20 % tuvieron metastasis hepatica. Figura 4.

Los pacientes en la cohorte de mel previo a 10 fueron pretratados intensamente. Figura 5. De los 55 pacientes, el
76 % tuvo > 2 terapias previas; el 40 % de los pacientes tuvo una enfermedad progresiva (PD) como la mejor respuesta
a la terapia con anti-PD1/PD-L1 previa.

La figura 6 muestra el estado de la expresion de LAG-3 de las primeras 40 muestras de melanoma experimentadas
con |O. El 40 % (16/40) de las muestras fueron evaluadas como positivas a LAG-3 usando un corte > 1 % en un ensayo
de IHC monoplex.

Eficacia en la cohorte de 10 previa al melanoma. La duraciéon promedio del seguimiento para todos los pacientes
evaluables para la eficacia (n = 48; todos progresaron en la terapia con anti-PD-1/PD-L1 previa) fue de 14 semanas
(intervalo, 4,1-41 semanas). La respuesta por la evaluacion del investigador se muestra en la figura 7. La tasa de
respuesta total (ORR) fue de 13 % y 6 pacientes tuvieron PR (2 de los cuales tuvieron PD como la mejor respuesta a
la terapia con anti-PD1/PD-L1 previa). 15 pacientes tuvieron una reduccion en la carga del tumor desde la linea base;
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se observd una reduccion > 30 % en 7 pacientes (figura 8). Como se muestra en la figura 8, la expresion de LAG-3
enriquece la respuesta. La figura 9 muestra la profundidad y la duracion de la respuesta de los pacientes con LEG-3
> 1%, LAG-3 <1 %, y LAG-3 desconocido.

La figura 10 muestra la duracion de la supervivencia libre de progresion. De los 48 pacientes evaluables, el 46 %
(22/48) de los pacientes permanecieron en tratamiento sin progresion en el corte de datos.

Como se muestra en la figura 11, hubo un aumento de casi 3 veces en ORR para los pacientes con una expresion de
LAG-3 > 1 % (20 %) contra una expresion de LAG-3 <1 % (7,1 %). La expresion de PD-L1 no parece enriquecer la
respuesta.

Los resultados actualizados del ensayo clinico se muestran en las figuras 16-23. A partir de agosto de 2017, se trataron
262 pacientes, incluyendo 68 pacientes con melanoma que progresaron en la terapia con anti-PD1/PD-L1 previa (mel
previo a 10). Las caracteristicas demograficas actualizadas de la linea base y las caracteristicas de la enfermedad se
muestran en la figura 17. De la cohorte de mel previo a IO, el 68 % de los pacientes tuvieron una enfermedad de M1C
sin metastasis cerebral, el 13 % tuvo lactato deshidrogenasa (LDH) > 2 veces al limite superior normal (ULN), y el
25 % tuvo metdastasis hepatica.

La figura 18 muestra el historial de tratamiento previo actualizado de la cohorte de mel previo a |O. De los 68 pacientes,
el 77 % tuvo > 2 terapias previas; el 46 % de los pacientes tuvo una enfermedad progresiva (PD) como la mejor
respuesta a la terapia con anti-PD1/PD-L1 previa. La mayoria de los pacientes (57 %) también recibieron una terapia
con anti-CTLA-4 previa. El 46 % de los pacientes tuvieron una mejor respuesta de PD a la terapia con anti-PD-1/PD-
L1 previa.

La figura 19 muestra los datos actualizados de la eficacia para la cohorte de mel previo a |10. ORR fue de 11,5% y
DCR fue de 49 %. La expresion de LAG-3 (> 1 %) parece enriquecer la respuesta. No se alcanzd la duracion promedio
de la respuesta (intervalo, 0,1+-39,3+).

La figura 20 muestra la respuesta por las caracteristicas de la linea base y la expresidn de LAG-3 observada en la
cohorte de mel previo a |O. La expresion de LAG-3 (> 1 %) enriquecid la respuesta independientemente de la expresion
de PD-L1.

Las figuras 21 y 22 muestran el mejor cambio en el tamafio de la lesidn objetivo por la expresion de LAG-3 y de PD-
L1 y la profundidad y duracién de la respuesta por la expresion de LAG-3 y de PD-L1, respectivamente, observados
en la cohorte de mel previo a 0. Las respuestas fueron mas probables en los pacientes con una expresion de LAG-3
> 1 %. La expresion de PD-L1 no parece enriquecer la respuesta.

La figura 23 muestra la duracion de la supervivencia libre de progresion. De los 61 pacientes evaluables, el 34 %
(21/61) de los pacientes no tuvieron progreso en el corte de datos. De los 33 pacientes con LAG-3 > 1 % evaluables,
el 55 % (18/33) de los pacientes no tuvieron progreso en el corte de datos. De los 20 pacientes con LAG-3 < 1%
evaluables, el 5 % (1/20) de los pacientes no tuvieron progreso en el corte de datos.

EJEMPLO 3

Eficacia preliminar y enriquecimiento del biomarcador en varios tumores sélidos avanzados en un estudio de fase 1/2a
de una combinacion de un anticuerpo monoclonal de anti-LAG-3 y de anti-PD-1

El LAG-3 es un receptor de transmembrana que regula negativamente la activacion de las células T. La sefalizacion
a través de LAG-3 y otros receptores inhibidores de las células T, incluyendo la muerte programada 1 (PD-1), puede
conducir al agotamiento de las células T y es un mecanismo de escape inmunoldgico para los tumores. El bloqueo
simultaneo de LAG-3 y de PD-1 puede funcionar sinergisticamente para restaurar la activacion de las células T y
mejorar la inmunidad antitumoral. En un estudio de fase 1/2a, BMS-986016 (mAb de IgG4 que tiene como objetivo el
LAG-3) *+ nivolumab (mAb de IgG4 que tiene como objetivo la PD-1) demostraron tolerabilidad, activacion de las células
T periféricas y una actividad clinica preliminar (NCT01968109; Lipson et al. J Immunother Cancer. 2016;4(suppl):173
[resumen P232]). La eficacia de BMS-986016 + nivolumab en varias cohortes de expansion del tumor sélido avanzado
se evalué tanto en poblaciones enriquecidas con biomarcadores como en poblaciones de todos los rincones.

Todos los pacientes (n = 204 a partir del 7 de abril de 2017) fueron tratados con 80 mg de BMS-986016 + 240 mg de
nivolumab Q2W en ciclos de 56 dias hasta la progresion de la enfermedad, respuesta completa confirmada,
finalizacién de 12 ciclos, o toxicidad prohibitiva. La mayoria de las cohortes se centraron en los pacientes sin
tratamiento previo inmunooncologico con progresién durante/después de al menos 1 terapia previa diferente e
incluyeron pacientes con cancer de la unién gastrica/gastroesofagica avanzado, carcinoma de las células escamosas
de la cabeza y cuello, carcinoma hepatocelular, carcinoma de las células renales, y NSCLC. Otra cohorte incluyé
pacientes con NSCLC que progresaron durante/después de anti-PD-1/PD-L1 previo como su terapia mas reciente.
Los subconjuntos de pacientes definidos por biomarcadores se describieron con base en la evaluacion
inmunohistoquimica de PD-L1 y de LAG-3 en las biopsias del tumor.
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La figura 12 muestra el estado de la expresion de LAG-3 de las muestras del tumor gastrico sin tratamiento previo
inmunooncologico. El 48 % (10/21) de las muestras se evaluaron como positivas a LAG-3 usando un corte > 1 % en
un ensayo de IHC monoplex.

La figura 13 muestra el cambio en el tamafio de la lesidn objetivo en los pacientes con cancer gastrico sin tratamiento
previo inmunooncoldgico en respuesta al tratamiento con una combinacién de anticuerpos de anti-LAG-3 y de anti-
PD-1. Los tumores positivos a LAG-3 se enriguecieron entre los pacientes que respondieron al tratamiento. La
respuesta del tumor se determind de acuerdo con RECIST. El grupo de pacientes mostrado no han sido expuestos
previamente al tratamiento con anti-PD-1/PD-L1.

La figura 14 muestra el estado de la expresion de LAG-3 de las muestras del tumor de SCCHN, carcinoma renal, HCC,
y NSCLC sin tratamiento previo inmunooncoldgico, como se determind por medio de un ensayo de IHC monoplex.

EJEMPLO 4

Perfilacion multitumoral de LAG-3 y asociacion con los fenotipos de las células inmunologicas

El LAG-3 regula negativamente la activacion de las células T. Sierro S ef al. Expert Opin Ther Targets. 15:91-101
(2011); Grosso JF et al. J Clin Invest. 117:3383-3392 (2007). Los receptores de LAG-3 y de muerte programada 1
(PD-1) se sobreexpresaron y se coexpresaron en los linfocitos infiltrantes del tumor (TIL). Goding SR ef al. J Immunol.
190:4899-4909 (2013). La sobreexpresion de LAG-3 y de PD-1 puede limitar la respuesta del tratamiento a la terapia
con anti-PD-1 y puede conducir a la progresion del tumor. Ascierto P et al. Poster 9520 presented at the 53rd Annual
Meeting of the American Society of Clinical Oncology; 2—6 de junio del 2017; Chicago, IL; Wherry, Nat Immunol.
12(6):492-9 (2011); Woo SR et al. Cancer Res. 72:917-927 (2012); Huang CT ef al. Inmunity. 21:503-513 (2004).
BMS-986016 es un anticuerpo de |lgG4 completamente humano que tiene como objetivo el LAG-3, que bloquea la
union a su ligando, el complejo principal de histocompatibilidad clase Il (MHC Il) (figura 24). Huard B et al. Proc Natl
Acad Sci EUA. 94:5744-5749 (1997). BMS-986016 combinado con nivolumab (anti-PD-1) pueden restaurar la
activacion de las células T y la respuesta del tumor en los pacientes cuya enfermedad progreso con la monoterapia
con anti-PD-1. Ascierto P et al. Poster 9520 presented at the 53rd Annual Meeting of the American Society of Clinical
Oncology; 2-6 de junio del 2017; Chicago, IL. Esta doble inhibicion también puede mejorar la durabilidad de la
respuesta en los pacientes no tratados previamente con una terapia con anti-PD-1. El bloqueo simultaneo de LAG-3
y de PD-1 por BMS-986016 y nivolumab, respectivamente, produjo la activacion de las células T periféricas y mostro
una actividad clinica y una seguridad que se puede manejar en los pacientes con tumores sélidos avanzados. Ascierto
P et al. Poster 9520 presented at the 53rd Annual Meeting of the American Society of Clinical Oncology; 2—6 de junio
del 2017; Chicago, IL; Lipson E ef al. J Immunother Cancer. 4(suppl 1):173 (2016). Para comprender mejor la
asociacion entre el LAG-3 y los marcadores de resistencia através de los tumores, se ha llevado a cabo una perfilacidon
comprehensiva de las muestras del tumor de origen comercial para investigar y caracterizar la expresion de LAG-3 y
de MHC Il en el contexto de los biomarcadores inflamatorios.

Métodos

Inmunohistoquimica cuantitativa (IHC). Se perfilaron muestras del tumor sélido de los pacientes con carcinoma de
las células renales (RCC), carcinoma gastrico, carcinoma de pulmon de células no pequefias (NSCLC), melanoma,
carcinoma de las células escamosas de la cabeza y cuello (SCCHN), y carcinoma urotelial. Las secciones del
portaobjetos se tifieron por IHC para LAG-3, CD8, FOXP3, CD68, CD163, PD-L1, y MHC Il usando las plataformas de
Leica Bond Rx o de Dako Link 48. Para los marcadores de las células inmunoldgicas (LAG-3, CD8, FOXP3, CD68,
CD163), la positividad porcentual se determind usando el software de andlisis de imagenes de Aperio por medio de la
definicion de la proporcidn de las células nucleadas totales que expresan el biomarcador en el microambiente del
tumor. La expresién de MHC Il y de PD-L1 por IHC en las células del tumor se evalué manualmente. La agrupacion
no supervisada (método de Ward) se llevd a cabo en los datos de IHC para identificar las asociaciones entre LAG-3 y
otros biomarcadores inmunolédgicos. Para determinar la colocalizacion de MHC 1l+ y de LAG-3+, se evaluaron las
regiones de las células del tumor de alto MHC Il (> 70 % de MHC II+) o de bajo MHC |l (< 10 % de MHC lI+) para el
numero de células tefiidas con LAG-3 (promedio de tres campos de vision de 20x cada uno para las regiones positivas
y negativas).

Andlisis de ARNm. En los pacientes con RCC y melanoma, los cambios en los niveles de ARNm de LAG-3 se
determinaron por medio de los analisis de expresién génica diferencial de Affymetrix (RCC) o los datos de la
secuenciacion de ARN (melanoma) de las muestras de la biopsia del tumor recolectadas en la seleccion y 2-4 semanas
después del inicio de la inmunoterapia.

Andlisis estadisticos. Las correlaciones entre la expresién de LAG-3 y otros biomarcadores inmunoldgicos se
evaluaron por medio de la correlacion de Spearman, R. La prueba de Mann-Whitney se llevo a cabo para evaluar las
diferencias estadisticas. Los analisis de expresion génica diferencial se llevaron a cabo usando los modelos lineales
generalizados que incluyeron el grupo de tratamiento y el tiempo como factores.
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Resultados

Expresion de LAG-3 en los tumores. Para las muestras del tumor analizadas en 6 tipos de tumores sélidos diferentes
(n = 245: RCC, 43; gastrico, 41; NSCLC, 41; melanoma, 40; SCCHN, 40; urotelial, 40) se observé un intervalo de baja
a alta expresion de LAG-3 (0,01 % a 33 % de las células nucleadas totales). La expresion de LAG-3 se puede localizar
en las regiones perinucleares, de la membrana, o citoplasmicas de los linfocitos, como se muestra por medio de la
tincién por IHC (figura 25).

Asociacion de LAG-3 con los biomarcadores inmunolégicos e inflamatorios. Se observo una correlacion
moderada de la expresion de LAG-3 con CD8, FOXP3, CD163, y CD68 (n = 237: RCC, 43, gastrico, 39; NSCLC, 39;
melanoma, 39; SCCHN, 40; urotelial, 37) (figuras 26A-D, r = 0,49-0,65); no se observo una correlacion de LAG-3 con
la expresiéon del tumor de PD-L1 y de MHC |l (figuras 26E y 26F, r = 0,28-0,30). Se observo frecuentemente la
expresion de MHC 1l en las células del tumor (> 1 %), que variaba de una baja de 55 % (melanoma) a una alta de
82 % (carcinoma gastrico).

Los tumores con una expresion de MHC Il > 1 % en las células del tumor mostraron un aumento significativo en la
frecuencia de los TIL de LAG-3+ (figura 27, n = 241: RCC, 43; gastrico, 40; NSCLC, 40; melanoma, 38; SCCHN, 40;
urotelial, 40).

La agrupacién no supervisada de las muestras por tipo de tumor reveld grupos de tumores con un intervalo de
inflamacién desde baja hasta alta en los 6 tipos de tumores analizados (ejemplos en las figuras 28A, carcinoma
urotelial, n = 37; y 28B, carcinoma gastrico, n = 39).

La expresién tumoral de MHC |l aumentada se observd con frecuencia en los tumores con alta inflamacion, pero
también se observo en los tumores con niveles mas bajos de inflamacién (ejemplo en la figura 28A, carcinoma
urotelial). De estas muestras que se tifieron positivamente para la expresion de MHC Il de las células del tumor, el
nivel de expresion de MHC Il se correlaciond con el nivel de los TIL de LAG-3+ en algunos tipos de tumores (ejemplos
en las figuras 28A y 298, carcinoma urotelial y gastrico). La mayoria de los tumores con una alta expresién de MHC I
tuvieron una baja expresion de PD-L1 (figura 28C, n = 229: RCC, 43; gastrico, 39; NSCLC, 38; melanoma, 33; SCCHN,
39; urotelial, 37).

Expresion de las células del tumor de MHC Il heterogénea y TIL de LAG-3+. En un subconjunto de las muestras
del tumor analizadas (n = 6), se observo una expresion de las células del tumor de MHC Il heterogénea, que varié
desde baja (< 10 %) hasta alta (> 70 %) (figura 29A, carcinoma urotelial, n = 4; carcinoma gastrico, n = 2). En este
subconjunto, se observd un aumento significativo en el numero de TIL de LAG-3+ en las regiones del tumor con una
alta expresion de MHC Il contra una baja expresion de MHC 1l (figuras 29A-29C).

Cambios en el nivel de ARNm de LAG-3 durante la monoterapia con anti-PD-1. En un andlisis de las muestras
del tejido de pacientes con melanoma metastasico (NCT01621490/CheckMate 038) o RCC metastasico
(NCT01358721/CheckMate 009), se observd un aumento significativo en los niveles de ARNm de LAG-3 entre la
seleccidn y las 2—-4 semanas de tratamiento con nivolumab (figuras 30A-30B).

La expresion de LAG-3 se asocid con la inflamacidn celular en el microambiente del tumor, como se muestra por IHC.
La expresion de las células del tumor de MHC 1l se observo con frecuencia en los 6 tipos de tumores analizados; la
expresion de LAG-3 en las células inmunologicas se enriquecié en los tumores con una expresion de MHC Il en las
células del tumor. Se observd una mayor frecuencia de los TIL de LAG-3+ en las regiones del tumor positivas/de alto
MHC Il contra las regiones del tumor negativas/de bajo MHC Il dentro de las muestras del tumor individuales, lo que
aumenta la posibilidad de que la colocalizacion de la expresion de LAG-3 y de MHC |l en las células del tumor pueda
servir como un mecanismo de activacion del punto de control de LAG-3 en ciertos tumores. Estos descubrimientos, y
la observacion de que el nivolumab puede inducir la expresion de LAG-3, respaldan el uso de LAG-3 como un
biomarcador predictivo para la terapia con BMS-986016 en los pacientes cuya enfermedad progresd después del
tratamiento con una terapia con anti-PD-1.

Secuencias

SEC ID NO:1 Secuencia de aminoacidos de cadena pesada; mAb de anti-LAG-3 (BMS-986016)
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SEC ID NO:2 Secuencia de aminoacidos de cadena ligera; mAb de anti-LAG-3 (BMS-986016)
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SEC ID NO:3 Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada (VH); mAb de anti-LAG-3 (BMS-
986016)
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SEC ID NO:4 Secuencia de nucleétidos de la regién variable de cadena pesada (VH); mAb de anti-LAG-3 (BMS-
986016)
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SEC ID NO:5 Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena ligera (VL); mAb de anti-LAG-3 (BMS-
986016)
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SEC ID NO:6 Secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena ligera (VL); mAb de anti-LAG-3 (BMS-986016)
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SEC ID NO:7 Secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena pesada; mAb de anti-LAG-3 (BMS-986016)
DYYWN

SEC ID NO:8 Secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena pesada; mAb de anti-LAG-3 (BMS-986016)
EINHRGETNENFSLES

SEC ID NO:9 Secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena pesada; mAb de anti-LAG-3 (BMS-986016)
GYSDYEYNWEDP

SEC ID NO:10 Secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena ligera; mAb de anti-LAG-3 (BMS-986016)

RASQ

h

- I58YLA

SEC ID NO:11 Secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena ligera; mAb de anti-LAG-3 (BMS-986016)
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DASNRAT
SEC ID NO:12 Secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena ligera; mAb de anti-LAG-3 (BMS-986016)
QORSNWPLT

SEC ID NO:13 Secuencia de aminoacidos de LAG-3 humano
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SEC ID NO:14 Epitopo de LAG-3

PCHPLAPG

SEC ID NO:15 Epitopo de LAG-3

SEC ID NO:17 Secuencia de aminoacidos de cadena pesada; mAb de anti-PD-1 (BMS936558)
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SEC ID NO:18 Secuencia de aminoacidos de cadena ligera; mAb de anti-PD-1 (BMS936558)
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SEC ID NO:19 Secuencia de aminoacidos de la regiéon variable de cadena pesada (VH); mAb de anti-PD-1

(BMS936558)
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SEC ID NO:20 Secuencia de nucledtidos de la regidn variable de cadena pesada (VH); mAb de anti-PD-1

(BMS936558)
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SEC ID NO:23 Secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena pesada; mAb de anti-PD-1 (BMS936558)
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SEC ID NO:24 Secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena pesada; mAb de anti-PD-1 (BMS936558)
VIWYDGESERYYADSVEG

SEC ID NO:25 Secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena pesada; mAb de anti-PD-1 (BMS936558)
NDIDYY

SEC ID NO:26 Secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena ligera; mAb de anti-PD-1 (BMS936558)
RASQSVSEYLA

SEC ID NO:27 Secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena ligera; mAb de anti-PD-1 (BMS936558)
DASNRAT

SEC ID NO:28 Secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena ligera; mAb de anti-PD-1 (BMS936558)
QOSENWERT

SEC ID NO:29 Secuencia completa de Homo sapiens de PD-1
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SEC ID NO:30 Secuencia de nucleotidos de cadena pesada; mAb de anti-LAG-3 (BMS-986016)
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SEC ID NO:32 Porcién
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Se hace constar que con relacidn a esta fecha, el mejor método conocido por la solicitante para llevar a la practica la
citada invencidn, es el que resulta claro de la presente descripcion de la invencion.
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REIVINDICACIONES
1. Un inhibidor o un anticuerpo para su uso en el tratamiento de un tumor maligno en un paciente humano,

en donde el inhibidor o el anticuerpo es un inhibidor de LAG-3 en combinacién con un inhibidor de la ruta de PD-
1, en donde el inhibidor de LAG-3 es un anticuerpo anti-LAG-3 o un fragmento de unién a antigeno del mismo y en
donde el inhibidor de la ruta de PD-1 es un anticuerpo anti-PD-1 o un fragmento de unidén a antigeno del mismo,
un anticuerpo anti-PD-L1 o un fragmento de unién a antigeno del mismo o un anticuerpo anti-PD-L2 o un fragmento
de union a antigeno del mismo;

en donde se predice que el paciente respondera al tratamiento cuando una muestra del tumor maligno del paciente
es positivo a LAG-3 y

en donde la muestra es positiva a LAG-3 cuando la muestra comprende al menos aproximadamente un 1 % de
células que expresan LAG-3, en donde las células que expresan LAG-3 comprenden linfocitos infiltrantes del tumor.

2. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de la reivindicacion 1, en donde la muestra es positiva a LAG-3 cuando la
muestra comprende al menos aproximadamente un 2%, al menos aproximadamente un 3 %, al menos
aproximadamente un 4 %, al menos aproximadamente un 5 %, al menos aproximadamente un 7 %, al menos
aproximadamente un 10 %, al menos aproximadamente un 15 %, al menos aproximadamente un 20 %, al menos
aproximadamente un 25 % o al menos aproximadamente un 30 % de células que expresan LAG-3, en donde las
células que expresan LAG-3 comprenden linfocitos infiltrantes del tumor.

3. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de la reivindicacion 1, en donde la muestra es positiva a LAG-3 cuando la
muestra comprende al menos aproximadamente un 1 % de linfocitos infiltrantes del tumor que expresan LAG-3.

4. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de la reivindicacion 3, en donde la muestra es positiva a LAG-3 cuando la
muestra comprende al menos aproximadamente un 2%, al menos aproximadamente un 3 %, al menos
aproximadamente un 4 %, al menos aproximadamente un 5 %, al menos aproximadamente un 7 %, al menos
aproximadamente un 10 %, al menos aproximadamente un 15 %, al menos aproximadamente un 20 %, al menos
aproximadamente un 25 %, al menos aproximadamente un 30 %, al menos aproximadamente un 40 %, al menos
aproximadamente un 50 %, al menos aproximadamente un 60 %, al menos aproximadamente un 70 %, al menos
aproximadamente un 80 %, al menos aproximadamente un 90 %, o aproximadamente un 100 % de linfocitos
infiltrantes del tumor que expresan LAG-3.

5. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el tumor maligno
es:

(a) un cancer de higado, cancer de los huesos, cancer de pancreas, cancer de la piel, cancer oral, cancer de la
cabeza o cuello, cancer de mama, cancer de pulmon, que incluye cancer de pulmoén de células pequefas y de
células no pequefias, melanoma maligno cutaneo o intraocular, cancer renal, cancer uterino, cancer de ovario,
cancer colorrectal, cancer de colon, cancer del recto, cancer de la regidon anal, cancer de estdmago, cancer
testicular, cancer uterino, carcinoma de las trompas de Falopio, carcinoma del endometrio, carcinoma del cuello
uterino, carcinoma de la vagina, carcinoma de la vulva, linfoma no de Hodgkin, cancer del es6fago, cancer del
intestino delgado, cancer del sistema endocrino, cancer de la glandula tiroides, cancer de la glandula paratiroides,
cancer de la glandula suprarrenal, sarcoma de tejido blando, cancer de la uretra, cancer del pene, canceres de
inicio en la infancia, linfoma linfocitico, cancer de la vejiga, cancer del rifidn o uréter, carcinoma de la pelvis renal,
neoplasia del sistema nervioso central (SNC), linfoma del SNC primario, angiogénesis tumoral, tumor del eje
espinal, glioma del tronco encefalico, adenoma hipofisario, sarcoma de Kaposi, cancer epidermoide, cancer de las
células escamosas, canceres inducidos ambientalmente que incluyen aquellos inducidos por asbestos, neoplasias
hematoldgicas que incluyen, por ejemplo, mieloma multiple, linfoma de las células B, linfoma de Hodgkin/linfoma
de las células B mediastinal primario, linfomas no de Hodgkin, linfoma mieloide agudo, leucemia mieldégena crénica,
leucemia linfoide cronica, linfoma folicular, linfoma de las células B grandes difusas, linfoma de Burkitt, linfoma de
las células grandes inmunoblasticas, linfoma linfoblastico de las células B germinales, linfoma de las células del
manto, leucemia linfoblastica aguda, micosis fungoide, linfoma de las células grandes anaplasicas, linfoma de las
células T, y linfoma linfoblastico de las células T germinales, o cualquier combinacion de los mismos,

(b) melanoma, cancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC), tumor relacionado con el virus del papiloma
humano (VPH), o adenocarcinoma gastrico,

(c) cancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC), un tumor relacionado con el cancer relacionado con el
virus, o adenocarcinoma gastrico,

(d) melanoma, cancer gastrico, cancer de la union gastroesofagica, cancer de pulmoén de células no pequefas,
cancer de vejiga, carcinoma de las células escamosas de la cabeza y cuello, o cancer de las células renales, o
(e) cancer de pulmdn, melanoma, carcinoma de las células escamosas de cabeza y cuello, cancer renal, cancer
gastrico, o carcinoma hepatocelular.

6. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la muestra positiva
a LAG-3 del tumor maligno es una muestra de un tumor de melanoma o un tumor de cancer gastrico.

53



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2965352 T3

7. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la muestra es
positiva a PD-L1.

8. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la muestra es
negativa a PD-L1.

9. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el tumor maligno
es refractario al tratamiento con un inhibidor del punto de control inmunologico, un anticuerpo de anti-PD-1, un
anticuerpo de anti-PD-L1 0 una combinacion de los mismos.

10. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el anticuerpo
de anti-LAG-3 es un anticuerpo biespecifico.

11. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el anticuerpo
de anti-LAG-3 o un fragmento de unidn al antigeno del mismo comprende (a) una CDR1 de la regién variable de
cadena pesada que comprende la secuencia establecida en la SEC ID NO:7; (b) una CDR2 de la regién variable de
cadena pesada que comprende la secuencia establecida en la SEC ID NO:8; (¢) una CDR3 de la region variable de
cadena pesada que comprende la secuencia establecida en la SEC ID NO:9; (d) una CDR1 de la regidn variable de
cadena ligera que comprende la secuencia establecida en la SEC ID NO:10; (e) una CDR2 de la regidn variable de
cadena ligera que comprende la secuencia establecida en la SEC ID NO:11; y (f) una CDRS3 de la regidn variable de
cadena ligera que comprende la secuencia establecida en la SEC ID NO:12.

12. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde el anticuerpo
de anti-LAG-3 o un fragmento de unién al antigeno del mismo comprenden las regiones variables de las cadenas
ligera y pesada que comprenden las secuencias establecidas en las SEC ID NO:3 y 5, respectivamente.

13. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde el anticuerpo
de anti-LAG-3 o un fragmento de unidon al antigeno del mismo comprenden las cadenas ligera y pesada que
comprenden las secuencias establecidas en las SEC ID NO:1 y 2, respectivamente.

14. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el anticuerpo
de anti-LAG-3 es MK-4280 (28G-10), REGN3767, IMP731 (H5L7BW), BAP050, IMP-701 (LAG-525), Sym022, TSR-
033, MGDO013, FS118, 0 GSK2831781.

15. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en donde el anticuerpo
anti-PD-1 o un fragmento de unidn al antigeno del mismo comprenden (a) una CDR1 de la region variable de cadena
pesada que comprende la secuencia establecida en la SEC ID NO:23; (b) una CDR2 de la regién variable de cadena
pesada que comprende la secuencia establecida en la SEC ID NO:24; (c) una CDR3 de la regién variable de cadena
pesada que comprende la secuencia establecida en la SEC ID NO:25; (d) una CDR1 de la regién variable de cadena
ligera que comprende la secuencia establecida en la SEC ID NO:26; (e) una CDR2 de la region variable de cadena
ligera que comprende la secuencia establecida en la SEC ID NO:27; y (f) una CDR3 de la region variable de cadena
ligera que comprende la secuencia establecida en la SEC ID NO:28.

16. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en donde el anticuerpo
de anti-PD-1 o un fragmento de unién al antigeno del mismo comprenden las regiones variables de las cadenas ligera
y pesada que comprenden las secuencias establecidas en las SEC ID NO:19 y 21, respectivamente.

17. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en donde el anticuerpo
de anti-PD-1 o un fragmento de union al antigeno del mismo comprenden las cadenas ligera y pesada que comprenden
las secuencias establecidas en las SEC ID NO:17 y 18, respectivamente.

18. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en donde el anticuerpo
de anti-PD-1 es el pembrolizumab (KEYTRUDA,; MK-3475), pidilizumab (CT-011), o nivolumab (OPDIVO; BMS-
936558).

19. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en donde el anticuerpo
de anti-PD-L1 es el atezolizumab (Tecentriq 0 RG7446), durvalumab (Imfinzi o MEDI4736), avelumab (Bavencio) o
BMS-936559.

20. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1a 13 0 15 a 18, que comprenden
las siguientes dosis: (a) 3 mg del anticuerpo de anti-LAG-3 y 80 mg del anticuerpo de anti-PD-1; (b) 3 mg del anticuerpo
de anti-LAG-3 y 240 mg del anticuerpo de anti-PD-1; (c) 20 mg del anticuerpo de anti-LAG-3 y 240 mg del anticuerpo
de anti-PD-1; (d) 80 mg del anticuerpo de anti-LAG-3 y 160 mg del anticuerpo de anti-PD-1; (e¢) 80 mg del anticuerpo
de anti-LAG-3 y 240 mg del anticuerpo de anti-PD-1; (f) 160 mg del anticuerpo de anti-LAG-3 y 240 mg del anticuerpo
de anti-PD-1, o (g) 240 mg del anticuerpo de anti-LAG-3 y 240 mg del anticuerpo de anti-PD-1.
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21. El inhibidor o el anticuerpo para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, 15 a 18 o 20, que
comprenden anticuerpos de anti-PD-1 y de anti-LAG-3 o los fragmentos de unién a los antigenos de los mismos
formulados para la administracion intravenosa y/o son formulados conjuntamente o por separado.
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Figura 7
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Tabla 3. Evidencia preliminar de actividad antitumoral
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Figura 14
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Respuesta por las caracteristicas de la linea base y la expresion de LAG-3

Figurg 20
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Cambio mejor en el tamafo de la lesidn objetivo

Figura 21

por la expresion de LAG-3 y de PD-L1
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Figuras 29A-C. Expresién de las células del tumor de MHC I heterogéneas y LAG-3 + TIL
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